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"Verfahren zur Regeneration von Gewebe" 

Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Induktion des strukturellen 
Wachstums von Gewebe, insbesondere bei der Leberregeneration. 



In der Ontogenese werden Wachstumsfaktoren exprimiert, die grundlegende 
S strukturelie und hinsichtiich der Zellzahl numerische Prozesse fQr den Aufbau 
eines Gewebes ausl5sen kOnnen. Im wachsenden und im adulten Organismus 
geht die Fahigkeit, strukturell und ttinktionell intakte Gewebe aufzubauen oder- 
im Falle von Gewebeschadigungen - zu regenerieren, allerdings weitgehend 
verforen. Es wird vermutet, dass die verminderte Expression von Wachstums- 
10 faktoren, die ihrerseits die Expression von fur den Gewebeaufbau erforderti- 
chen Proteinen kontrollieren, fur diese Reduktion an Regenerationsfahigkeit 
verantwortlich ist 



Es i$t jedoch zumindest von einige Organen bekannt, dass sie selbst im aduiten 
15 Organismus eine Fihigkeit zur Selbst-Regeneration behalten, die durch Verlet- 
zungsprozesse induziert werden kann. So ist beispielsweise die Regenerati- 
onskapazitat der Leber bereits seit der Antlke bekannt Fast alie anderen 
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Organe konnen strukturelte Defekte nicht vorrsicn aus entsprechend Ciberbrii- 
cken urn , das originate Gewebe wlederherzustellen . 

Die Leber befindet sich im adulten Organismus in der Regel im rubenden, das 
hei&t nicht-proliferierenden Zustand. in dem das Organ eine komplexe Vielfalt 
verschiedener metabolischer Funktionen erfullen muB. In vivo wird die Leber 
allerdings durch den Verlust von Zellmasse z.B. durch eine Leberzellschad.- 
gung oder durch einen chirurgischen Eingriff - erneut zum Wachstum angeregt. 

Proliferierendes Lebergewebe ersetzt die funktioneilen und anatomischen 
Strukturen des Organs meist Jedoch nicht in der gewtlnschten Welse, sondem 
fuhrt in der Regel zu einer Vergr60erung und Hypertrophie des verb»ebenen 
Lebergewebes, bis die ursprungliche Leberzellmasse ersetzt 1st. Die Intensrtat 
der Wachstumsantwort 1st von dem Ausmaft des Gewebeverlustes abhangig. 
Der zeitliche Verlauf der Leberregeneration korreliert dabei umgekehrt proporti- 
onal, das heiftt kleine Leberzellveriuste werden langsam ersetzt. grofte Leber- 
zellverluste wesentlich rascher. 

Der Ersatz der Organmasse durch Zell proliferation allein stellt daher keine aus- 
20 reichende Basis fur die Therapie eines Pattenten mit erheblichem Organscha- 
20 reicnenaeo ^^fedene Ansatze fOr die Induktion strukturellen 
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15 



25 



den dar. Es sind daher 

Wachstums - d.h. fur ein formschaffendes Wachstum - von Geweben bekannt. 
die iedoch allesamt noch nicht zu einem befriedigenden Erfoig geftihrt haben. 
Ein solches strukturelles Wachstum von Zellen ware jedoch gerade fur thera- 
peutische oder biotechnotogis che Verfahren von erhebliche r Bedeutung. 



,n der Vergangenheit wurde versucht, Wachstum von Ze en Uber d e Gabe von 
Wachstumsfaktoren, wie z.B. "Epidermal Growth Fact oT (EGF). ^ Vascular 
Endothelial Growth Factor (VEGF) oder "Hepatocyte Growth Factor (HGF) zu 
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induzjeren. Die Wirkung dieser Faktoren auf die Vermehrung primarer Zellen in 
vitro ist jedoch begrenzt. Ihr Einsatz in vivo ist dagegen aufgrund ihrer mogli- 
chen Nebenwirkungen - z.B. der Aktlvierung von Onkogenen - nlcht unproble- 
matisch. 
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25 



Ein anderer Ansatz basiert auf der Verwendung komplexer heterologer Gewe- 
beextrakte, z.B. aus der Hypophyse_oder dem Hypothalamus, zur Induktfon der 
Zellvermehrung beispielsweise von kultivierten Hepatozyten (siehe z.B. US 



6,003,047). Dio Vecvsendung tierischor odor humans.- Gewebeaxtrakta ist 



jedoch vor dem Hintergrund ubertragbarer viraler Erkrankungen, wie z.B. BSE, 
Schweine- oder Schaf-Viren, im Laborbetrieb Oder In der klinischen Anwendung 
problematisch und dokumentiert eher das mangelnde Wissen um die Prozesse, 
die an dem Aufbau komplexer Organstrukturen beteiligt sind sowie um die 
eigentlich relevanten Faktoren und deren Einsatz- und Wirkpotentiale. Zudem 
sind die Extrakte in ihrer Qualitat schwer definierbar, da diese u.a. von der 
Quelle und deren Kultivierungsbedingungen abhangt. 

Selbst die wenigen Erkenntnisse aus den klassischen Anwendungen der prima- 
ren Gewebekulturen iassen sich allerdings nicht unmittelbar auf die Fragestel- 
lungen des tissue engineering Qbertragen. So geht das tissue engineering in 
der Regel idealerweise von patientenspezifischen, adulten Zellsystemen aus, 
die bereits weiter differenziert sind als IStale oder embryonale Zellen. Aufter- 
dem handelt es sich bei dem tissue engineering sowohl in situ als auch in vitro 
um Kokultursituationen, die in der klassischen Anwendung nicht berucksichtigt 
werden. Es wird dagegen viel eher sogar versucht. Kokulturen aus Endothel- 
zelieh, Makropl^geh~und Fibroblasten, wre~sre1n~der Leben/orkommen. bei der 
Expansion der parenchymatosen Leberzelien zu vermeiden, da sie nicht 

erwGnscht sind. 
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Aus der WO (32/092013 A2 ist esjbekannt, einem Patienten zur Behandlung von 
LeberschSden eine therapeutisch effaktive Menge von Wachstumshormcni 
(Growth Hormone, GH) zu verabreichen, urn damit das natiirtiche Regenerati- 
onsvermOgen der Leber zu ford em* Danach hat GH die Wirkung, die Expres- 
5 sion des Wachstumsfaktors Fox M1B bei Hepatozyten zur beschleunigten und 
so das Leberwachstum emeut zu initiieren. 



Das Wachsturnshorrnon hat jedoch eine sehr breite und daher unspezifische 

VVii KUTiy oui vjoo vvctoiioiuiu wii vjcwcuei i. L/ciiitsi wuruyn uuiuu on-oaoe aucn 

10 ungewollte Nebenwirkungen oder Oberreaktionen z.B. in Form der sogenann- 
ten Acromegalia, d. h. einer Uberschiessenden Verknoctierung mit pathologl- 
schen Knochenzustanden, erzeugt. Des weiteren wurde in der Zischenzeit 
bekannt, dass FoxIM in Basalzellkarzinomen hochreguliert wird. Die Fox-Pro- 
teine spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der Wachstumsgene bei der 

15 Vermehrung, Differenzierung und der Transformation, u.a. auch bei der Aktivie- 
rung von sogenannten SONIC HEDGEHOG (Shh) Signalwegen. Diese wie- 
derum sind involviert in der Aktivierung von Basalzellkarzinomen in menschli- 
cher Haut So konnten Teh et al. zeigen (Cancer Research 2002, August 15; 62 
(16): 4773-80), dass die Hochregulierung von FoxM1 in Basalzellkarzinomen 

20 eine der wesentiichen Initiations-Mechanismen ist, wodurch die SONIC 
HEDGEHOG-Signalwege mitogene Effekte in den basalen Kerotinozyten aus- 
(iben, wodurch es zu der Entwicklung des weit verbreiteten menschlichen 
KrebsgeschwQrs kommt Dieses tumorigene Potential von FoxIM Agonisten 
und die mangelnde Spezifizitat und ubiquitare Prasenz in alien Geweben steht 

25 daher der Verarbreichung von GH zur Forderung der Leberregeneration entge- 
gen. ' ~~~ ~ 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung ist es daher, ein Verfahren bereitzustellen, 
das die Induktion eines im wesentiichen strukturellen Wachstums eines Gewe- 
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bes iriduziert. Dieses Wachstum sollte vorzugswelse zu einer im wesentlichen 
funktionellen und strukturellen FunktionsfShigkelt des betroffenen Gewebes 
fiihren. 

5 ErfindungsgemalJ wird diese Aufgabe gelost durch den Einsatz von hamatopoi- 
etischen Cytokinen, deren Derivate oder Anaioga bzw. Teilen fur die strukturelle 
undfunktionelle Leberregeneration. In einer besonders bevorzugten Ausfuh? 
rungsform wird Erythropoietin (EPO) Oder ein Derivat, Teilen oder Analogon 
davon verabreicht Der eriindungsgema&e Effekt auf das beiroffene Gewebe 
10 kann jedoch auch durch die Applikation von Thrombopoietin oder Teilen davon 
erreicht werden. 

Es hat sich iiberraschenderweise gezeigt, dass durch die Applikation von 
hamatopoietischen Wachstumsfaktoren wie EPO und TPO nicht nur eine Ver- 
15 mehrung der Zellen, sondern auch ein strukturelles Wachstum einsetzt. Dieses 
Wachstum sefcrt insbesondere an zuvor traumatisierten Geweben ein. Das 
dadurch induzierte Wachstum fuhrt in vivo zu einer Gewebe-Regeneration im 
eigentlichen Sinne, d.h. es findet nicht nur proliferatives Wachstum. sondern 

» 

gerichtetes, differenziertes Wachstum zum Aufbau komplexer Strukturen statt. 

20 

Im Kern basiert die erfindungsgemalle Verwendung der hamatopoietischen 
Faktoren fur die Geweberegeneration im wesentlichen auf zwei bisher nicht 
bekannten Wirkungen des EPO, namlich einerseits auf der Stimulation des 
strukturellen Wachstums in synchroner und koordinierter Form von verschiede- 
25 ner Zellty pen unte reinander und miteinander (wie z.B. Fibroblasten, glatten 
Muskelzellen mit Endothelzelen im GefaE&ereich lh~VeTbinduhg mit einer Neu^ 
bildung der Architektur eines kompletten GefaSes unter BerQcksichtigung der 
extrazellularen Matrix (Kollagen, Elastin, Fibronektin, Entaktin)) und einer Kom- 
plettierung des eigentlichen parenchymatosen Gewebeverbandes. Dies bein- 
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ZlT haltet z.B. die Ausbildung von Hepatozyten mjt den verbundenen Kupffer Zel— 
len, Pit- Ito- und Endothelzellen (sog. nicht parenchymals Zeiien der Leber) - 
Neben der Ausbildung eines tatsachlichen Gefffibaumes und dessen Intarkon-' 
nektion wird somit erfinduogsgernSfJ eine Geweberegeneration im Sinne der 
5 restitutio ad integrum induziert 

In der Leber ftlhrt dies zu-einer Mischung aus sinusoidalen KapiHaren im Eod- 
strombereich und vaskuiaren zu- und abfuhrenden Gefaften neben dem eigent- 
iichen Parenchymverband der Hepatozyten in einer geordneien 3-D, Sirukiur. 

10 

Wie bereits ausgefilhrt, setzt die erfindungsgemafle Wirkung der hamatopoieti- 
schen Wachstumsfaktoren insbesondere bei traumatisierten Geweben und 
Zellen ein. Dabei wird der Begriff des Traumas als Gegensatz zu dem Prozess 
der Histogenese (Gewebebildung) definiert. Es handett sich demnach bei einem 

1 5 Trauma um einen Prozess, der der Histogenese als Gewebildungsprozess im 
Individualorgismus an den betreffenden Lokalisationen entgegenwirkt bzw. das 
Ergebnis der Histogenese zunichte macht. Das Trauma als GewebeschSdigung 
kann durch eine Vielzahl von Eretgnissen ausgelost warden, z.B. durch Verlet- 
zungen, Entzundungen oder durch Autoimmunerkrankungen mit Selbstbescha- 

20 digung). Diese Gewebeschadigungen oder -zerstSrungen losen wiederum eine 
Vielzahl von Reaktionen aus, so z.B- die Aktivierung von Makrophagen, Mast- 
zellen und immunkompetenten Zellen, die chemotaktische, vasoaktive und 
wundheilungsffSrdemde Faktoren sezemieren, und dadurch systemische und 
regioselektive Mechanismen regulieren. 

25 

Die Vorteile der erfindungsgema&en Verwe^urignaeT iramatopoietrschen 

Wachstumsfaktoren, insbesondere des EPO, erstrecken sich auf die Regene- 
ration von Geweben aller vier Grundgewebearten, namlich des Bindegewebes, 
des Muskelgewebes, des Epithelgewebes und des Nervengewebes. Diese 



EffiPf anssze i t 30 -Oez . 16:15 



FROM Koenig-Szynka-von Renesse Patentanwael te tuie/uez w ^ i 



Kdnig Szynka von Renesse 



-7- 



45 536 K 



Gewebe leiten sich ontogenetisch entwedenaus dem Mesoderm (Bindege- 
webe, Muskel, Endothel (als besondere Form des Epithels)), dem Endoderm 
(das den Gastrointestinaltrakt auskleidende Epithel) oder dem Ektoderm 
(Nervengewebe) ab. In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass der EPO- 
Rezeptor sowohl auf Zellen meso- als auch endodermalen Ursprungs sowie auf 
neuronalen Zellen exprimiert wird. 



In diesen Geweben ftihrt die erfindungsgemafJe Verwendung von EPO oder 
TPO zu einem ortsstandigen Recruitment der gewebespezifischen Progenito- 
10 renpopulation (Starnmzellen), der Migration der Zellen und der Differenzierung 
bzw. Transdifferenzierung der Zellen In Parenchym- und Strukturzellen. Wah- 
rend und vor dieser Gewebsbildung vermehren sich die Zeilen durch die EPO 
Gabe. 



is Bei der Anwendung des erfindungsgemaften Verfahrens beispielsweise fur die 
Leberregeneration kann eine erneute Vervollstandigung des zuvor geschadig- 
ten Organs zu einem kompletten parenchymatosen Gewebeverband erreicht 
werden, einschlieBlich der Ausbildung von Hepatozyten mit Kupffer-Zellen, Pit-, 
Ito- und Endothelzellen. Mit der weiterfQhrenden Ausbildung eines Gefafibaums 

20 ist somit erfindungsgemaB die Geweberegeneration als restitutio ad integrum 
mOglich. 

Ein besonderer Vorteil des erfindungsgemaften Verfahrens liegt somit darin, 
dad nicht nur die Mikokapillarisation des regenerierenden Gewebes uber eine 

25 Endothe laussprossung stimuliert wird, sondem auch die Parenchymregenera- 

tion und die Ausbildung der Wandstwkturen geWrdert weSenTErefares 

dem gewunschten Ergebnis des koordinierten dreidimensionalen Wachstums 

zum Aufbau eines funktionsfShigen Organs. 
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Somitlbasiert die erfindungsgemafle Verwendung auf einer EPO-Wirkung, die 
wait Ober die bisher bekannte EPO-Wirkung als angiogentischer Faktor auf die 
Endothelzellenvermehrung hinausgeht (Journal of Nephrology 2002 1 5, 97 bis 
103). Da mikrovaskulSre Strukturen wje Kapillaren und Sinusoide lediglich aus 

5 Endothelzellenauskleidung bestehen und keine eigene Wandstruktur aufwei- 
sen» konnte ausgehend von der angiogenetischen Wirkung des EPO bisher 
jedoch lediglich daruber spekuliert werden, ob EPO auch bet der GefdRneubil- 
dung und Wundheilung eine gewisse Bedeutung zukommen konnte (Journal of 
Nephrology 2002 15,97 bis 103). Eine Substantiierung dieser SpekuiatioiWi 

10 blieb bislang aber aus. 

Daher ist es vortiegend umso bedeutender, dass erstmals der Nachweis der 
Wirkung des EPO auf das synchronisierte und koordinierte Wachstum der 
Gefafte selbst, d.h. einschiiefclich der Ausbiidung der Wandstrukturen und die 
1 5 Parenchymregeneration geiungen ist 

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemafien Verfahrens besteht darin, dass das 
strukturelle Wachstum nicht notwendigerweise eine vorgegebene organische 
Oder anorganische dreidimensionale Struktur als Ausgangspunkt benStigt, son- 

20 dern viel eher eine Organ(teil)struktur de novo schafft. Somit kann die Applika- 
tion der hMmatopoietischen Wachstumsfaktoren eine deutlich beschleunigte 
Sel bst-Regeneration eines beschSdigten Gewebes induzieren, was in der kli- 
msctvtherapeutiscften Anwendung der Erfindung von grofler Bedeutung ist. 

25 In einer besonders vorteilhaften Ausfuhrungsform der Erfindung werden die 
himtopoietischen V^^stufnslaraofen eingesetarunr d ie~Regeneration~eines-~ 

Gewebes zu induzieren, das traumatisch geschSdigte Bereiche aufweist. In 
diesen Gewebeabschnitten kann damit nicht nur ein VerschluB der Wunde 
durch die Ausbiidung eines Granulatlonsgewebes mit einsetzender Angioge- 
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_ nese angeregt,zsondern die Neubildung der gewebespezifischen dreidimensio- 
nalen Struktur aus extrazellularer Matrix z.B. aus Kollagen, Elastin" Fibronektin 
Oder Etnaktin. 

5 Erfindungsgemaii werden hamatopoietische Wachstumsfaktoren eingesetzt 
Dabei handelt es sich vor allem urn Thrombopoietin, Erythropoietin und das 
Wachstumshormon (GH) sowie deren fiinktionell und struktiirell homologe 
Analoga, Oerivate und /oder Teiien davon. Insbesondere aber werden EPO 
Oder TPO bzw. deren Teile, Derivate Oder Anaioga eingesetzt. Es eignen sich 
10 auch deren mimetische Peptide (siehe unten). Zu den hamatopoetischen 
Wachstumsfaktoren zahlen weiterhin G-CSF und GM-CSF. 

Bei den hamatopoietischen Wachstumsfaktoren handelt es sich um linksseitige 
VierfachhelixbQndelproteine mit einer Orientierung rauf - rauf - runter - runter 
15 mit zwei uberreichenden Schleifen. die die ersten beiden und die letzten beiden 
Helixstrukturen miteinander verbinden (Livnah O. et al., Science 1999, 283 
(5404): 987-90 und Ultsch M.H. et al, Blood 1995, 86 (2): 540-7. Die jeweiligen 
RBD Domainen (rezeptorbindenden Domanen) besitzten eine ausgepragte 
Homologie mit EPO. Thrombopoietin, Erythropoietin und Wachstumshormon 

20 binden an den MPL-Rezeptorkomplex. in der Publication von Youssoufianh et 
al. in Blood 1993, 819 2223 bis 36, Structure function and activation of the 
Erythropoietin receptor) wird eine produktive Dimerisation beschrieben. 
Erythropoietin und Thrombopoietin, mimetische Peptide (EMP und DMP) und 
weiterhin nicht-peptidische kleine MolekOle sind ebenso funktionell, wenn auch 

25^ auf einer nled rigeren motaren Basis (Publikationen: Wrighton NC et al. Small 
peptides as mlmetlcs"of "ffie protein'fidmToT^ 

(5274) 458-64 und Cwirla S. E. et al. Peptide agonist of the thrombopoeitin 
receptor as potent as the natural cytokine. Science 1997, 27653191696-9 und 
Qureshi S.A. et al. Mimicry of Erythropoietin by non peptld molecules. 
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Proceedings National Academy of Sciences PNAS USA 1999. (9621): 12156-^ 
61). Die Bindung von EMP 1 an den Rezeptor geschieht an Bindungsstellen, 
die homolog zu den Hotspots der Wachstumshoirnonrezeptonserbindungen 

sind. Die Struktursequenzen von Thrombopoietin sind im Detail in EP 1 201 246 
5 A2 beschrieben. Die Struktursequenzen von Erythropoietin sind im Detail in der 
europaischen Patentanmeldung EP 84 308 654.7 beschriebeh. 



In einer besonders vorteilhaften Ausfubrungsform der Erfindung wird EPO ver- 
wendet, das in vivo die Biidung von Erythrozyten sowie die Zeiiieiiung una Dif- 

■ 

10 ferenzierung von Erythrozyten-VorlSuferzellen stimuliert EPO ist entweder aus 
Urin isolierbar oder aber rekombinant herstellbar. Die Herstellung eines rekom- 
binanten humanen EPO ist Oegenstand der WO 86/03520, Des weiteren ist 
EPO Gegenstand der EP 0 148 605, EP 0 205 564, EP 0 209 539, EP 0 267 ' 
678 Oder EPO 411 678, 

15 

E$ k6nnen jedoch auch Derivate des nativen oder rekombinanten EPO einge- 
setzt werden. So ist beispieisweise ein EPO-Derivat bekannt (EP 0 640 619 
B1 ), das zusatzliche Glykosylierungsstellen und somit einen hoheren Kohlen- 
hydratanteil rnit 22 Sialsaureresten aufweist. Der Vorteil dieser Modiftkation 

20 besteht darin, daft mit elnem erhdhten Anteil an Sisalsaufe die Halbwertzeit des 
EPO im Plasma zunimmt, da nur ein nicht-sialisiertes EPO an dem am EPO- 
Abbau beteiligten Galactose-Rezeptor der Leber binden kann. Dieses EPO- 
Derivat - bekannt unter der Abkurzung NESP (Novel Erythropoiesis Stimulating 
Protein oder Darbepoetin) - weist zwar im Vergleich zum rekombinanten EPO 

25 eine an flint Positionen veranderte Aminosauresequenz auf. Es entspricht aber 
in seiner Wirkung auniie~$&7f^ Im wesentllchen — 

dem nativen oder rekombinanten EPO (Fisher, J.W.: Erythropoietin: Physiology 

and Pharmacology Update. Erythropoietin 2003, 1-14). Die EP 0 640 619 B1 
wird hinsichtlich der Struktur und Hersteliung des NESP vollurnfanglich in 
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Bezug genommen. :T" 

Das NESP kann zur weiteren Vertangerung der in vivo Halbwertzeit vorteilhaft- 
erweise noch mit Polyethyienglykol (PEG) chemisch konjugiert warden, ohne 
5 daft damit eine Veranderung der biologischen Aktivitat verbunden ware. Ein 
derart modifiziertes NESP ist aus der WO 01/76640 bekannt, die hinsichtlich 
der Struktur und Bereitstellung dieses EPO-Derivats vollumfanglich in Bezug 
genommen wird. 

10 Aus der WO 02/49673 A2 und WO 01/02017 A2 sind ebenso pegylierte Deri- 
vate des EPO bekannt. die neben der veriangerten Plasma-Halbwertzeit auch 
eine hfihere klinische Wlrksamkeit zeigen. Dazu werden beispielsweise durch 
gezielte Mutagenese 1 bis 6 zusatzliche Glykosylierungsstellen in die EPO- 
Aminosauresequenz eingebracht. Auch dieses Derivat kann erfmdungsgemaft 

15 eingesetzt werden. 

Neben EPO und EPO-Derivaten mit entsprechender biologischer Funktion kon- 
nen auch andere hamatopoietische Wachstumsfaktoren wie beispielsweise 
TPO oder Teiie davon erfindungsgemad eingesetzt werden. 

20 

Bei dem TPO (bekannt auch als c-Mpl-Ligand. mpl-Ligand. Megapoietin oder 
Megakariozyten-Wachstums- und Entwicklungsfaktor) handelt as um einen 
hamatopoietischen Wachstumsfaktor mit einer komplexen biologischen Wir- 
kung, der unter anderem die Entwicklung und Proliferation von Megakariozyten 
25 und Thrombozyten reguliert. Das reife TPO besteht aus einer Sequenz aus 332 
Aminosauren, wbbei die N-terminale^egicW^(RBD=Domane)-mit-1 54 Aminosau^ 
ren eine erhebliche Sequenz- und Strukturhomologie zu EPO autweist (20 % 
Identitat und weitere 25 % Ahnlichkeit). Insbesondere bildet das TPO zwei hoch 
konservierte Cysteinbriicken aus, die an homologen Posffionen auch im EPO 
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20 



zu finden sind 



Es wurde In der Vergangenhett gezelgt, daft dieN-terminale Region des TPO 
far die Bindung an den Cytokin-Rezeptor und die damit induzierte Signalkas- 
kade Ober den JAK/STAT Weg verantwortlich ist (Geddis A.E., Linden H.M.. 
Kaushansky K: Thrombopoietin: a pan-hematopoietic cytokine. Cytokine & 
Growth Factor Reviews 13_(2002) 61-73). ErfindungsgemaB kann daher auch 
nur ein Teil des TPO, insbesondere das N-terminale Fragment, verwendet wer- 



aen. 



Die Herstellung und Charakterisierung von TPO und dessen Varianten sind 
beispielsweise in EP 1 201 246. W095/21919, W095/21 920 und W095/26746 
beschrieben. Diese werden zu Offenbarungszwecken vollumfanglich in Bezug 
genommen. Die Wirkung von TPO auf fotale Hepatozyten ist aus Untersuchun- 
gen von E. Schmelzer bekannt (E. Schmelzer: Optimierung der Kultur und Cha- 
rakterisierung primarer embryonaler Hepatozyten der Ratte: Dissertation Got- 
tingen 2002). 

Als Varianten von TPO eignen sich beispielsweise die in der W095/21919 
beschriebenen TPO-Derivate oder die in WO95/21920 beschriebenen alleli- 
schen Varianten oder Spezieshomologe oder das in W095/26746 und EP 1 
201 246 beschriebene pegylierte TPO, ohne sie darauf zu beschranken. Ais 
pegyiiertes TPO wird im Sinn© der voriiegenden Erfindung TPO-Derivate ver- 
standen, die an ein organisches Polymer, wie z.B. Polyethylenglykol, Polypro- 
25 pylenglykol oder Polyoxyalkylen, gebunden sind. Als weitere Varianten von 

T PO werden au crTPeffiraf^von^ 

weniger als 100% besitzen und dennoch die Aktivitat von TPO, wie vorzugs- 
weise in EP 1 201 246 beschrieben. besitzen. Gblicherweise besitzen TPO- 
Derivate eine Sequenzidentitat von mindestens 70%, vorzugsweise mindestens 
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75%T:insbesondere mindestens 80%; und vor allem mindestens 85% im Ver- 
gleich zu humanem TPO einschlieftlich derer Fragmente mit TPO-Aktivitat. Eine 
besonders bevorzugte TPO-Aktivitat im Sinne der voriiegenden Erfindung ist 
die Beschleunigung der Proliferation, Differenzierung und/oder Reifung von 
5 Megakaryozyten Oder Megakaryozyten-Vorlaufer in Plattchen-produzierende 
Fornnen dieser Zellen durch TPO Oder dessen Varianten. 



Erfindungsgemaft konnen EPO und TPO sowohl in ihrer humanen als auch in 
ihrer nicht-humanen Form eingeseizi werden. So zeigen beispieisweise huma- 
10 nes TPO mit Schweine- oder Maus-TPO eine Homologie von iiber 70%. 

In einer alternativen Ausfuhrungsform der Erfindung Ist es moglich, dem Pati- 
enten nicht die hSmatopoietischen Wachstumsfaktoren selber, sondern Fakto- 
ren zu verabreichen, die die Expression der Wachstumsfaktoren in den trauma- 
15 tisierten Geweben induzieren. 



So ist beispieisweise von Naughton BA et al beschrieben (Age-related variati- 
ons in hepatic regeneration and erythropoietin production in the rat, Am J Anat. 
1977 Jul;149(3):431-8), dass Erythropoietin hauptsachlich In der Leber und MHz 

20 wahrend neonataler Phasen gebildet wird und dass bei Nephrektromie das 
Phanomen der hepatischen EPO Bildung nach einer Hepatektomie wieder 
zunehmen kann. Diese Fahigkeit nimmt mit dem Alter ab. Spater wurde dann 
erkannt (Hepatic regeneration and erythropoietin production in the rat.Naughton 
BA, Kaplan SM. Roy M, Burdowski AJ, Gordon AS. Piliero SJ. Science. 1977 

25 Apr 15;196(4287) :301-2. ), dass eine regenerierende Leber Erythropoietin als 

Antwort auf Hypoxie produziert. E^wurde~gefunden, das^die EPO^ProduktioTf 
abhSngig ist vom Stadium der Leberregeneration, wobei die hdchsten EPO 
Konzentrationen in der Phase des starksten Leberwachstums gefunden wur- 
den. 
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Domfest et al. beschrieben 1981 (Recovery of an erythropoietin inducing factor 
from the regenerating rat liver. Dornfest BS. Naughton BA, Kolks GA, Liu P, 
Piliero SJ. Gordon AS. Ann Clin Lab Sd. 1981 Jan-Feb;11(1):37-46.). dass die 
Leber die Hauptquelle fur die Bildung eines EPO-induzierenden Faktors ist. Bei 
Nephrektomie nahm die Bildung des Faktors in der Leber zu. Somit kann die 
erfindungsgemalie Wirkung des EPO auch mittelbar durch die Verabreichung 
eines Faktors erreicht werden, der die Expression des EPO induziert. 

Ebenso kann die endogene EPO- Expression beispielsweise durch die Stimulie- 
rung der EPO Sekretion durch die mittel- oder langfristige Verabreichung des 
Wachstumshormons (Growth Hormone, GH) erreicht werden (Sohmiya, M., Y. 
Kato Effect of long-term administration of recombinant human growth hormone 
(rhGH) on the plasma erythropoietin (EPO) and haemoglobin levels in anaemic 
patients with adult GH deficieny. Clinical Endocrinology (2001) 55, 749-754). 

» 

Die einzelnen Konzentrationen der Wachstumsfaktoren kdnnen in LSsung bei 
ca 1 bis ca. 100 ng/ml. vorzugsweise bei ca. 10 bis ca. 50 ng/ml. insbesondere 
bei ca. 10 bis ca. 20 ng/ml liegen. Bel lokalen Beschichtungen (topischser Ver- 
abreichung) konnen die Konzentrationen der Wachstumsfaktoren iedoch auch 
ein Vielfaches davon betragen. 

Die hamatopoietischen Wachstumsfaktoren konnen vorteilhafterweise auch fur 
die Kultivierung von Gewebekulturen in vitro eingesetzt werden. Dazu werden 
die Zellen in fur das Gewebe besonders geeigneten Vorrichtungen und Verfah- 

- lenT^ultivlerri^ 

struktur von 500 m Gr6(ie. urn immer wieder neue Tochteraggregat© von 
Hepatozyten entstehen zu lassen. Insbesondere in vitro sind Kombinationen 
von EPO mit GH vorteilhaft. 
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Insbesondere kdnnen bertihrungslose, automatisch Oder manuell gesteuerte 
Pumpsysteme eingesetzt werden, die z. B. aus Kolbenpumpen bestehen Oder 
magnetisch bzw. durch Druckluftkompression von Schlauchen erzeugte, 
5 gerichtete Strdme erzeugen. In Anwesenheit von Endothelzeilen kann es durch 
den Scherstress in einem perfundierten Bioreaktor zu einer spontanea Kon- 
fluenz der Endothelzeilen auf den Oberflachen der Aggregate kommen, was fur 
die weitere Verwendung vorteilhaft sein kann. 

10 Far die Einkapselung eignen sich dem Fachmann bekannte, geeignete Materia- 
lien, in die beispielsweise strukturierte Formen oder Raume integriert werden, 
die eine in situ Wachstumsstruktur bzw. VergrORerung ermOglichen. Altematlv 
kann auf die Kapsei verzichtet werden und beispielsweise in Gegenwart von 
Endothelzeilen eine Endothelialisierung und somit eine optimale Hamokompati- 

15 bilitat erreicht werden. 

Die erfindungsgemafte Gabe von EPO oder TPO fuhrt entweder alleine Oder 
bei grosseren strutkurellen Defekte auch in Verbindung mit scaffold Materalien 
zu einem biologischen Gewebeersatz. Diese Tragermateralien kdnnen in vitro 

20 bzw. extrakorporal vorbesiedelt sein, biologisch modellierbar (biodegradabel) 
sein und sind mikro- und makrostrukturell und biochemisch im Idealfall der zu 
ersetzenden Struktur moglichst ahnlich. Die biochemische Nahe bzw. Identitat 
beinhaltet eine Rekontstruktion der in vivo Zusammensetzung durch Kollagene 
und Matrixproteine (Eiastin, Fibronektin und alle Matrixkomponenten des Kor- 

25 pers i n gewebespezifischer Pragung wie bekannt). 

Stammzellen kdnnen aus den verschiedenerrifn KdTper _ des"PatientenrvorharR- 
denen Quelle erhalten werden: Knochenmark, peripheres Blut, Fettgeweb©,. 
dem Gewebe selbst, Nabelschnurblut- bzw. Gewebe. Allogene Stammzellen 
kdnnen entsprechend gewonnen warden, sind aber mit immunologlschen 
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Nachteilen behaftet Ernbryonale Zellen^cSnnen verwendet werden, sind-aber 
mit den entsprechenden Nachteilen behaftet 

In einer besonders bevorzugten AusfQhrungsform kann der strukturierte 
Wachstumsprozess der kultivierten Zellen durch eine mit den erfindungsgema- 
lien Wachstumsfaktoren beschichteten Matrix Induziert werden. Dazu kann die 
Matrix mit einem oder mehreren der genannten Wachstumsfaktoren sequenziell 
behandeft werden. 



10 Sofern es sich urn eine biologische Matrix handelt, ist es Ublicherweise ein 
Implantat (Stent, Patch oder Katheter), ein Transplantat (z. B. Hauttransplan- 
tat), ein TrSgermaterial zum Wachstum von Zellen, z.B. ein sogenanntes Slow- 
release Material (z.B. ein Hydrogel auf der Basis von Fibrin und/oder Poly mere, 
wie z. B. Polylaktid oder Polyhydroxyalkanoat und/oder Alginate), ein Kno- 

15 chenersatzmaterial (z.B. Tricalciumphosphat), ein ailogenes, autologes Oder 
xenogenes azellularisiertes oder nicht-azellularisiertes Gewebe (z.B. Herz- 
klappe, Venenkiappe, Arterienklappe, Haut, GefaU, Aorta, Sehne f Cornea, 
Knorpel, Knochen, Trachea, Nerv, Miniskus, Diskus intervertebralis, Ureteren, 
Urethra oder Blase (siehe z. B. EP 0 989 867 oder CP 1 172 120)), oder eine 

20 Matrix (z.B. eine Laminin-, Collagen IV- und/oder Matrigel-Matrix) oder vor- 
zugsweise ein Feeder-Layer, wie z.B. Collagen h 3T3- und/oder MRC-5-Fee- 
der Layer, oder ein CollagenflieR, 

Die biologische Matrix wird vorteilhafterweise mit gewebespezifischen Zellen, 
25 Vortauferzellen, Knochenmarkszellen , peripheres Blut Fettgewebe und/oder 



Fasergewebe, z.B. mit adufterrw^^^ 

siedelt Die Vorbesiedelung fuhrt dazu, dass der Regenerationsprozess bereits 
in vitro einsetzt damit nach der Implantation der Matrix in den K6rper die Rege- 
nerationszeit in vivo verkOrzt Ist. 
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Die verwendeten Matrices kdnnen noch zuvor aktiviert werden. Die Aktivierung 
der bioldgischen Matrix oder Tragerstruktuf kann beispielsweise mlttels Plas- 
maionisation. z.B. unter Verwendung von Wasserstoffperoxid. oder mittels 
Laseraktivierung erfolgen. ~ 

Alternativ kann • _eine Beschichtung ._ mit einer biodegradablen 
(Bio)polymerschicht, die den oder die genannten Wachstumsfaktor(en) enthalt, 
vorgenommen werden. Hierzu eignen sich beispieiswetse Fibrin. Plasma. Biut, 
Collagen und/oder Polylaktide. 

Das erfindungsgemaGe Verfahren eignet sich insbesondere fur adulte Zellen, d. 
h. primSr differenzierte Zellen, die keinen embryonalen oder fotalen Phanotyp 
mehr besitzen. Es eignet sich insbesondere fOr humane adulte Zellen, bei- 
spielsweise fur adulte Progenitorzellen. gewebespezifische Zellen, vorzugs- 
weise Osteoblasten, Fibroblasten, Hepatozyten und/oder glatte Muskelzellen. 

Neben einer Beendigung bzw. Reduzierung der Zufuhr der beschriebenen 
Wachstumsfaktoren zu der Kultur eignen sich zur Terminierung des erfindungs- 
gemaRen Wachstumsprozesses auch Somatostatin und/oder TGF beta 
und/oder Prostaglandine. 

Es ist besonders vorteilhaft, dass erfindungsgemaBe Verfahren lokal in vivo 
einzusetzen. Dazu kdnnen die Wachstumsfaktoren z.B. auf die Resektionsfla- 
che eines Organs (z. B. einer Leber) aufgebracht werden. Sie kdnnen topisch 



oder aber aber mit Mllfe eine^KalrTeteTs~lokarodeT-systemisch-appllziert-wer- 
den. Im Falle einer Leberresektion kdnnen sie alternativ oder erganzend vor, 

wahrend oder nach dem Eingriff appliziert werden. Ebenso ist es mdglich, die 
Wachstumsfaktoren (z.B. zur Fdrderung der Knorpelregeneration) unmittelbar 
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in dastbetroffene Gewebe Oder Gelenkrzu injizieren. Damit-konnen die Wachs- 
tumsfaktoren uber die Synovialflussigkeit direkt auf die Biidung einer neuen 
Knorpeistruktur wirken. 

5 In einer besonderen AusfOhrungsform konnen zusatzlich zu den hamatopoieti- 
schen Wachstumsfaktoren einer Oder mehrerer der fblgenden Wachstumsfakto- 
ren verabreicht werden: "Transforming Growth Factor beta" (TGF beta), 
Prostaglandlne. Granulozyten (-Makrophagen>stimuHerender Faktor (G(M)- 
CSF), "Growth Hormone Releasing Hormone" (GHRH), "Thyrotropfn-releasing 

10 Homone" (TRH), "Gonadotropin-releasing Hormone" (GnRH), "Corticotropin- 
releasing Hormone" (CRH), Dopamin, "Antidiuretic Hormon" (ADH), Oxytocin, 
Prolactin, Adrenocorticotropic beta-Celltropin, Lutro tropin und/oder Vasopres- 
sin verwendet bzw. zusatzlicb ein oder mehrere Nervenregenerationsfaktoren, 
vorzugsweise "nerve growth factor" (NGF) und/oder ein oder mehrere GefafJre- 

15 generationsfaktoren, voreugsweise "Vascular Endothelial Growth Factor" 
(VEGF) und/oder "Plateled Derived Growth Factor" (PDGF). 

Die hamatopoietischen Wachstumsfaktoren parenteral als injezierbare Mikro- 
spharen, erodlerbare Partlkel, Polymerverblndungen (mlt Polypeptld, Polygly- 
20 colsaure), Uposomen und kleine Partikel appliziert werden. Injezierbare oder 
implantierbare Drug Delivery -Gerate sind ebenso moglich. Die Stoffe konnen 
auch inhaliert warden, subkutan, intramuskulSr gespritzt werden oder - fur die 
topische Applikation - als kutanes Pflaster gegeben werden. 

25 Begleitend JioniieiL^ den Pfiastern vermischt w erden^die^ine 

lokale Hyperemia erreichen und dadurch die Hautpermeabllitat erhdhen (z,B. 
Bienengift). Hyperionische Strukturen mit und ohne direkte EPO Kopplung bzw, 
Beschlchtung der Salze k6nnen durch die Hautbarrieren besser transportiert 
werden und kdnnen mit bevorzugt positiv ionteierenden Strukturen verbunden 
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werden. Auch negative lonisation ist moglichr Die Faktoren konnen mit Man- 
delol bzw. Jojoba6l zur Transportverbesserung durch Schleimhaute im Darmbe- 
reich bzw. der Haut verwendet werden. 

5 Eine Verbindung mit Polyethylenglykol (PEG) ist mdglich, urn Transportbarrie- 
ren (Mucosa im Mund, Magen, Darm; Schleimhaute, Homhaut)zu Oberwinden. 

Es ist bekannt. dass aus Proteinen Mischpraparationen vorbereitet werden 
konnen. Suspensionen, Gelimulsionen, Feststofiverbindungen, dehydrierie oder 
10 lyophilisierte Puder sind mdglich. Die Wachstumsfaktoren kdnnen auf Partikeln 
absorbiert werden oder enkapsuliert werden. 

Es kann besonders vorteilhaft sein, Stammzellen (Progenitoren im eigentiichen 
Sinne) gemeinsam mit EPO / TPO zur Gewebregeneration einzusetzen. urn 

15 damit das Recruitment der Gewebezellen aus den 4 Grundgewebearten fur den 
Regenerationsprozess deutlich zu beschleunigen. EPO / TPO sowie die ande- 
ren genannten Faktoren konnen gemischt mit Stammzellen und z.B. Fibrinkle- 
ber als Tragermatrix appliziert werden. Bei Bedarf kann die Tragermatrix weg- 
gelassen werden bzw. durch eine starker vorstrukturierte und geformte Trager- 

20 matrix ersetzt werden. Die Faktoren konnen auch ohne jegliche biologische 
Tragermatrix z.B nur in wassrigrer Suspension systemisch oder topisch verab- 
reicht werden. 

Die erfindungsgemaSe Gabe von EPO verbessert diese Geweberegeneration 
25 durch gewebespez ifische PrSgung der Stammzellen und Differenzierung im 
Anschluss an eine'VermehmnglJWinle^librl f un^ kODTdiniert das-Wachstam- 
in Bezug auf die Grundgewebearten. 
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I. Anwendungsbereiche 

1 . Piatteneplthelien 

5 Erfindungsgemafc wird EPO eingesetzt, um die Ausbildung von Basalmembra- 
nen (extrazeliuiare Stiitzschicht unter Epithel) zu fordern. EPO unterstOtzt die 
Ausbildung des Grenzbereiches der Papillen. 

EPO wird erfindungsgemcift eingesetzt um dia Ausbiidung von DrG sen ep iih ei 
10 zu untersttltzen. EPO fohrt zur Regeneration plattenfdrmiger isoprismatischer 
und prismatischer Epithelien (Plattenepithelium Osophagus, hochprismatisches 
Epithel im Samenletter, Qbergangsepithet der Hamblase). 

Durch EPO kommt es im strukturellen Wachstumsprozess zur Wiederausbil- 
15 dung der Desmosomen, d. h. der VerbindungsstOcke 2wischen den Zellen und 
deren Anheftungsstrukuren. Es kommt auch zur Ausbildung von sogenannten 
Mikrovilli auf den Epithelien, zum Beispiel des DQnndarrns (Nebenhoden, Luft- 
rOhre), 

20 EPO hat einen direkten Effekt auf die Regeneration des einschichtigen Platte- 
nepithels, der Endothelauskleidung von Harz-, Slut- und Lymphgefa&en und 
des hochprismatischen Epithels (Magen> DQnn- und Dlckdarm, Gallenblase, 
Etieiter, Uterus). EPO wird erfindungsgemSB eingesetzt, um das zweireihige 
Epithel (Speicheidriisen der MundhShlen, Tranennasengang, Nebenhoden- 

25 gang, Samenleiter) auszubilden, EPO wird erfindungsgemafc auch fDr das 
nfiochpflsmatls^^ tuftrtihrenbron- 
chlalbaum, Harnrfihre, Ohrtrompete), weiter zur Ausbildung von unverhorntem 

und verhomtem Plattenepithel eingesetzt, Der strukturfdrdernde Aspekt auf die 
Parenchymregeneration des EPO unterstutzt die Ausbildung exokriner DrQsen, 
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Hierzu zahlen unter anderem das Pankreas, DrQsen im Dunndarmepithel 
(Becherzellen. Unterkieferspeicheldrtlse, Inselzellen zur Insulinproduktion). 
EPO unterstatzt die Regeneration der endokrinen DrQsen. 

5 2. Bindegewebe 

EPO kann-die Grundbestandteile des Blndegewebes in Koordination mit den 
umgebenden Parenchymdrusenstrukturen wiederhersteiien. Die Grundbe- 
standteile, die hiervon beeinfiusst werden, sinu die GfunuSubsianz (Giucosami- 

10 noglycane), die Koordination mit sogenannten Plasmazellen, Fettzellen, Blut- 
gefa&en und darum liegenden glatten Muskeizellen. daneben die Bindege- 
webszellen, Fibroblasten, Mastzellen und Kollagenfasern sowie die Elastinfa- 
sern und dazwischen eingefugte Makrophagen- (ebenso Kupffer, Pit, Itozellen 
bei der Leber) und KapHlarenendothelzellen. Kapiliaren haben. nur eine Endo- 

15 theizellenauskleidung. 

Hierbei hat EPO jedoch einen breiteren koordinativen Aspekt auf das geschil- 
derte Mikromilieu. Dieses wird durch traumatlsche Verletzungen in einen Initia- 
torzustand versetzt. Therapeutisch kann EPO erfindungsgemaft gegeben wer- 

20 den, wenn nach traumatischen Verletzungen diese initiationskaskaden 
beschleunigt werden sollen. EPO unterstatzt hierbei erfindungsgemaR als 
Kataiysator und systemischer und topischer Vermittler der Geweberegeneration 
den durch Makrophagen regional ausgel5sten immunmodulatorischen Effekt, 
der in Makrophagen in Verbindung mit Plasmazellen die immunologische 

25 Modulation und Freisetzung von Interieukinen und Zytokinen beinhaltet. Durch 

d iese erfindungsgemalie InteraktionsKompetenz wlrd~die h6he~Regioselektivitat 

der therapeutischen Gabe von EPO / TPO am Bedarfsort (Trauma, EntzOn- 

dung, Automimmunerkrankung) erreicht 
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EPO koordiniert in der therapeutischen Anwendung erfindungsgemafJ diese L 
regionale Immunstimulation mit der systemischen endogenen Antwort. EPO 
fOrdert dadurch das Anlaufen der Entzundungsreaktion im Sinne einer Kaska- 
denbeschleunigung als therapeutischen Effekt. Es erhoht die Freisetzung von 
endogenen Wachstumshormonen und kontrolliert damit auch dessen Neben- 
wirkungspotential. Eine systemlsche Gabe von Wachstumshormonen wird 
dadurch vermeidbar und-dessen unkontrollierter Effekt bezuglich einer poten- 
ttelle Tumorogenizitat im Rahmen der physiologischen Wirkungssituation ver- 

mieden. 

Bindegewebsstrukturen konnen erfindungsgemafc wiedemergestellt werden. 
Hierzu zahien kollagene Fasern, retikulare Fasern, zum Beispiel Lymphknoten, 
elastische Fasern und die Ausbildung der Grundsubstanz (Proteoglycane, 
Giycosaminoglycane, Hyaluronsaure, Chondroitinsulfate, Dermatansulfat. 
15 Keratansulfat. Heparansulfat, Heparin). Die modulierten Bindegewebszellen 
sind die Fibroblasten. Retikulumzellen, insbesondere in lymphatischen Gewe- 
ben und Organen, Mesenchymzellen, Fettzellen, Monozyten und Makrophagen. 
Es 1st bekannt, dass Monozyten sich zu Makrophagen differenzieren konnen. 
EPO kann die Makrophagenabwehr in der EntzOndung und bei Infektionsreak- 
20 tion hinsichtlich der nachfolgenden und notwendigen Gewerbereparatur und 3- 
O-Regeneration beschleunigen. 

Die chemotaktischen Funktionen der Makrophagen werden durch EPO mitko- 
ordiniert. Die ortsstandigen, im Bindegewebe befindlichen Monozyten konnen in 
25 das Geweberecruitment durch EPO hineingezogen werden, wodurch diese im 
Sinne von s ystefrfisch^na ~ urttr 

ortsstandige Reparatur direkt beitragen kdnnen. 

EPO koordiniert die Funktion des retlkoenterialen Systems (RES). Dieses wird 
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in einem Netzwerk retikularer Fasem zusammengeschlossen und bezieht die 
Endothelzellen von Leber, MHz und Knochenmark mit ein. Daneben werden 
durch EPO die Lymphozytenaktlvitat, die der Plasmazellen, Makrophagen und - 
immunmoduiatorisch - die der Mastzellen koordiniert. 

5 

Im Anschluss an traumatische Vorgange koppelt EPO die an sich bekannten 
Einzelfunktionen dieser Zellenjnit dem Strukturaufbau und der regioselektiven 
Geweberegeneration. Danach kommt es Clber RCickopplungseffekte zum 
Abklingen der Enizuuuuuysreakuonen und damSi aueh zu einem AbkHngen von 
10 Autoimmunphanomenen, die auch iiber AntikSrperbildung vermittelt werden 
kdnnen. Hierbei wird EPO erfindungsgemaa therapeutisch als Medikament 
genutzt. 

Bei der Geweberegeneration kommt es zur Ausbildung von Bindegewebs- 
15 strukturen und dem Aufbau lockerer Bindegewebsstrukturen (Subkutis der 
Haut, bei Hohlorganen, wenig spezialisiertes Bindegewebe). EPO fOhrt zur 
Ausbildung des Bindegewebes (ungeordnetes und geordnetes Bindegewebe. 
der Ausbildung in Bandern, Ligamenten, Faszien, Sehnen und der Koordination 
mit elastischen Strukturen und deren dreidimensionaler Vemetzung, die gewe- 
20 bespezifisch venmischt Oder auch gallertartlg ausgepragt wird). 

EPO unterstutzt den Aufbau der Retikulumzellen, die insbesondere das retiku- 
ISre Bindegewebe wiederherstellen. EPO unterstutzt den Aufbau des Fettge- 
webes und der darin eingeordneten Progenitoren durch Recruitment und Ein- 
25 satz der Propagationsfunktionen des EPO. 



Durch die erfindungsgemafJe Wirkung kommt es 2ur Verbesserung der Stutz- 
funktionen und der KrafKibertragung dieser Bindegewebskomponenten. Es 
kommt zur Verbesserung des Stoffaustausches, da das Bindegewebe Korper- 
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gefafte ftihrtrEs kommt zur Verbesserung der : Spelcherfunktionen der Binde- 
gewebsstrukturen mit einer Einlagerung von Lipiden. Gtycosaminoglycanen. 
EPO fOhrt therapeutisch zur Verbesserung der Wasser- und Elektrdtytfunktion. 

5 Es kommt durch EPO zur Verbesserung der Schutzfunktion, da es zum Wie- 
deraufbau mechanischer Barrieren gegeniiber pathogenen Krankheitserregern 
kommt Es kommt zu reparativen Prozessen im Anschluss an EntzOndungen, 
da die Gewebsstrukturen wiederhergestellt werden. EPO unterstutzt erfin- 
tiungsgernaS die Paren chynv und StrukturrBgerierauorn 

10 

Dies 1st im Unterschied zu sehen mit der Ausbildung von Granulationsgeweben 
{wie diese fur eine sogenannte Wundheilung charakterisierend sind), die im 
Sinne einer Wundheilung zu Ersatzgeweben und damit lediglich zu Ersatzfunk- 
tionen ftlhren. Hierunter versteht man die Ausbildung von Narbengeweben und 

15 lockeren fasrigen Geweben, die eine Defektdeckung erraichen konnen, die 
jedoch mit hohen funktionellen Verlusten verbunden sind. Erfindungsgemafi 
besitzt EPO hier elnen strukturbildenden Prozess im Sinne der Wiederherstel- 
lung des ehemaligen Gewebes. In besonders grossen Defekten kttnnen Kom- 
binationen mit Platzhaltermaterialien jedoch den strukturbildenden Prozess 

20 unterstdtzen und fGrdern (morphologisch und funktionell). Dies hat grosse 
Bedeutung fur das Tissue Engineering, da jegliche zur integration verwendeten 
scaffold Materialien (z.B, Tragermaterialien fUr GefSlie, Herzklappen, Trans- 
planiate) mit EPO kombiniert werden kOnnen. Permanent© Implantate (nicht 
biodegradable Materalien) k&nnen zur besseren Gewebeinteg ration beschichtet 

25 werden (z.8. metallische und keramische Prothesen), 



3, Blutaefaft- und Lvmphkreislaufsystem 

EPO fuhrt zu einer Wiederausbildung des BlutgefSSsystems und auch der gro- 
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llenZBIutgefalle - nichtjnur der Kapillarstrukturen, wie bisher bekannt. Zu <Jen 
Strukturen der grofien BlutgefaRe gehoren auch die Venen und Arterien (gros- 
ser und Kleiner Korperkreislauf). 

5 Weiterhin ermoglicht EPO Regenerationsprozesse innerhalb von Gewebe- 
strukturen, die auch das Lymph kreislauf system betreffen, und der Lymphge- 
fafce selbst. Die Wiederherstellung durch EPO-lntegration betrifft nicht nur die 
Tunica Intima, das Endothel, sondern vor allem auch die Tunica Media, die aus 
Bindegewebe und Muskelzeifen besteht. Weiterhin die Tunica Externa, die eine 

10 langslaufende Bindegewebslage bildet. Wichtig bei der Ausbildung der Gefafce 
sind die verschiedenen Typen der Arterien. So gibt es Arterien vom elastischen 
muskularen Bautyp und unterschiedliche Bindegewebsstruktur, die durch rege- 
nerative Prozesse mitinduziert warden, namlich die Membrana Elastica Interna 
und die Membrana Elastica Externa, sowie die Ausbildung von vasovasalen 

15 Gefafcen. Hierbei werden Fettzellen in die Wandschichten integriert. Bei den 
Arterien vom elastischen Bautyp ermoglicht EPO die Regeneration der 
Membrana Elastica Interna neben der Tunica Externa mitden Vasovasolen. Bei 
den Arterien vom muskularen Bautyp, Querschnitt 0,1 bis 7mm, ermoglicht EPO 
eine kraftige Ausbildung der glatten Muskulatur in der Media. Weiterhin erm6g- 

20 licht EPO die Ausbildung der subendothelialen Bindegewebslage. Es kommt 
zur Wiederherstellung typischer Aufbauformen, wie der Tunica Intima, wie bis- 

* 

her bekannt ais Endothelzell-Komponente, aber auch vor allem der Membrana 
Elastica Interna, den elastischen Phasenstrukturen, Muskelzellen, Tunica Me- 
dia, Membrana Elastica und Tunica Externa. Auch raumlich geometrische An- 
2 5 ordnungen wie die Ausbildung muskularer Venolen im Bereich begleitender 
Venolen in einer spezinscnen geomefflscTien~An^ 
werden durch die therapeutische EPO Gabe ermoglicht 

Es handelt sich nicht um 2-dimensionale Verbindungsprozesse mit einem 
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Konglomeratbildurigs-Schub, sondem : um spezifische 3-dimensionale Struktur- 
bildungsprozesse. EPO und TPO sind ernndungsgernSR somit nicht mit den 
bekannten Proliferationsfaktoren im Slnne klassicher Wachsturhsfaktoren 
gleichzustelien, sondern wirken eher im Sinne "3-D Regenerationsfaktoren". 

5 

Ahnliche Ergebnisse finden sich im Bereich der EPO-Stimulation beTVenen mit 
der Ausbildung der Tunica Intima, Tunica Media und Tunica Adventitia. Weiter- 
hin kiinnen die Venenklappenstrukturen insbesondere in Verbindung mit scaf- 
fold Materiaifen in georfieirisebe Fonnen regenerieri werden, Oder auch scaf- 
10 folds soweit dies In grofteren GefSfibereichen nach traumatischen Verletzungen 
und degenerativen Prozessen mdglich 1st 



Bei grofieren Volumendefekten konnen unter Umstfinden Tragermaterialien mit 
implantiert werden, so dass die EPO-Wirkung auf den Remodelling-Prozess 
15 und die Integration in den Gesamtorganismus fokussiert wird. Bei kompletten 
regenerativen Prozessen vor allem bei parenchymatosen Strukturen werden 
diese Gefafte jedoch mit gebildet. 

Es gibt keine BeschrSnkung auf verschiedene GefaBstrukturen, z.B. arterive- 
20 nose Anastomoses In Verbindung mit einer therapeutisch gegebenen EPO- 
Gabe kdnnen insbesondere auch altersbedingte Verandemngen der Blutgefafle 
und degenerative Strukturen revidiert werden. Im Aiterungsprozess kommt es 
zur Ausbildung glatter LSngsmuskulaturstaikturen. Degenerative Prozesse 
bedeuten nach dem Bauprinzip der Gewebsstrukturen angelegte Neostruktur- 
25 bildungsaktivitaten. Diese konnen als de novo hergesteiite GefSfie in Gewebs- 
strukturen aufgebaurwefden und sindTitcht primar pathologisch"verandertr" 

Die Entzundungsreaktionen kGnnen mittels EPO-Gabe erfindungsgemaft 
modelliert werden. Mittels EPO-Gabe gibt es Regenerationsprozesse im 
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Bereich des Endokardsrwie auch des Mydkards. Das Epikard ist ein Blatt des 
Herzbeutels, das durch EPO-Gabe in eine Regeneration gefUhrt wird. Das 
parletale Blatt Perikard stellt eine seriose Membran dar, die aus einer 
Mesothelzellschicht, die auf einer Bindegewebslage ruht, besteht. Im Bereich 

5 des Herzens kommt es zu einer Regeneration der Herzventile und auch der 
Chordae tendinae insbesondere dann, wenn Strukturhilfen (scaffolds) in~ Ver- 
bindung mit Stammzellbesledelung und EPO-Gabe herbeigefuhrt werden. Die 
Wiederausbildung des Reizleitungssystems kann nach regionaier ZerstGrung 
erfolgen. Hierzu zahien auch Purklnjefasern, sow're der Atrioventikuiar-Knoten, 

10 der auch repariert werden kann. Zusatzlich werden Lymphgefafce, N erven, 
Herzgeflechte, Koronaarterien-Strukturen miteinander kombiniert. 

Der Aufbau der Lymphgefalie und Lymphkapillaren erfolgt durch EPO-Gabe 
entsprechend der normalen Form- und SammelgefaBe (Tunica Intima, Tunica 
15 Medica und Tunica Adventitial Regenerative Prozesse kOnnen auch den 
Bereich des Ductus thoraticus betreffen. 

Klappen- und Sammelgefafte stelien Fatten dar, die ebenso bei strukturellen 
Aufbauprozessen mitintegriert werden. Beim Blutgefaftsystem kommt es zu 

20 einer Aktivierung von Angioplasten, die zum Teil aus peripheren, aber auch 
regionalen Progenitoren rekrutiert werden. Zunachst kommt es zur Anlage von 
Kapillaren, die aus Endothel-Zellstrukturen bestehen. Wichtig im Anwendungs- 
bereich von EPO ist jedoch, dass der Strukturaufbau initiiert weiden kann, 
indem die nachgeschalteten muskularen Strukturen und Bindegewebsstruktu- 

25 ren aufgebaut werden. 



Das Reizleitungssystem spielt eine grofle Rolle fur die Koordination der EPO 

Wirkung, da es Interaktionen zu den modulierenden Zellen und Knoten gibt. 
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Zu den Zellen des Immunsystems gehoren Lymphozyten, Makrophagen, Plas- 
mazellen, Stammzellen. Das Maschenwerk retikularen Bindegewebes verbindet 
die Zellen des Immunapparates Im jmmunsystem. Durch EPO-Gabe kommt es 
zu einer beschleunigten Reparaturdes retikularen Bindegewebes, der Retiku- 

5 lumzellen und der Retikulumfasem. Ebenso konnen Thymusstrukturen wieder 
repariert werden. Histologisch werden dort Rinden- und Markstrukturen wieder- 
hergestellt. Histologisch kommt es-bei der EPO-Gabe. zu einer Regeneration 
auch von Lymphknoten, die wiederum IntermediSrsinus, Marksinus-, Randsi- 
nus-, Kapsei- und Bindegewebssepten, aber wle auch abfcihrende Lymphge- 

10 faBe, Lymphkn6tchen Oder Markstrangen ausbilden konnen. 

Die histologische Organisation entspricht nach erfolgtem Reparaturprozeft und 
der koordinierten Zusammenfassung einer ublichen Struktur mit Kapsei- und 
Bindegewebssepten, Hilusbindegewebe und zufilhrenden/abfuhrenden Lymph- 
1 5 gefaiJen, Lymphknotchen, Markstrangen und abfuhrenden Lymphgefafcen. 

Regenerative Prlnzipien konnen auch im Bereich der MHz zu einer Wiederher- 
stellung der normalen Kapsei, der Partikelstrukturen und des Hilus fuhren. 
Weiterhin finden wir fur die Wiederherstellung der weiften Pulpa Malpighikor- 
20 perchen der Milzsinusplatten in den Milchstrangen. Der Blutkreislauf der Milz 
wird wiederhergestellt, wobei Arterien der Milz, Milzsinusvenen und Pulpavenen 
zusammen gefuhrt werden. Die wei&e Pulpa und die Verbindung der Lymph- 
scheiden wird wiederhergestellt. 

25 Durch EPO Gabe nach Verietzungen kommt es zu einer dreidimensionalen 

InteTa^bTTdeTBa^lmembW 

der Erythrozyten. Es kommt zur Ausbildung offener und geschlossener Kreis- 
iaufsysteme. Hierbei ist die Interaktion mit Makrophagen, die aus Knochen- 
markszellen entstehen konnen, von Bedeutung,. urn endogene Kaskaden inner- 
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halb des KOrpers und der VermitHung von Wachstumsmediatorenr(Wachstums- 
horrnon) initiieren zu kdnnen. ~" 

4. Haut/Cutift 

5 ~ 

Reparative Prozesse nach Verbrennungen.Trauma, Verbrtlhungen, mechani- 
schen Verletzungen oder EntzQndungen [mBereich der Haut sipd sehr vielfai- 
tig. Durch Gabe von EPO oder TPO kann mit und ohne strukturelle Ersatz- 
strukturen eine Regeneration erreichi werden. 

10 

Insbesondere bei chronischen Erkrankungen, Durchblutungsstorungen, diabeti- 
schen Ulzera, Phanomenen auch immunologischer Natur kann EPO hier 
modellierend eingreifen. Histologisch gesehen kommt es zu einer Wiederaus- 
bildung einer normalen Epidermis, Dermis und einer Subkutis, die eine entspre- 

15 chende Vaskularisation mit Makrostrukturen erreicht An den Handfiachen und 
Fufcsohlen kommt es zur Ausbildung des stratum basale, stratum granulosum. 
stratum lucidum, stratum coneum. An der Dermis und der Auilenseite kommt es 
zur Ausbildung von Dermispapillen. An der Epidermis (innere OberflSche) wer- 
den die entsprechenden Epidermisvertietungen wieder ausgebildet. Zusatzlich 

20 werden Anhangsgebilde und deren Ausbildungen aus Progenitoren mitunter- 
stiitzt. Ein Problem beim bisherigen Tissue Engineering war die Verbindung 
struktureller Reparatur mit der Ausbildung von Hautanhangsgebilden im 
Bereicb der Haut. 

25 Durch Gabe von EPO konnen Interaktionsprozesse im Bereich des Melanozy- 

teTTsystemsdes-Menscbenen'eichtwerden-Physiologische-Rackkopplungspro- 
zesse zwischen Augen. Hirnhaut und der Ausbildung der Pigmentierung wer- 
den berticksichtigt, da es sich hier nicht urn isolierte Zellverbindungen. sondem 
organtypische Regenerationsprodukte handelt. 



♦ 
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Reparative Prozesse des dernmalen Anteiies beinhaiten muskulSre Strukturen 
(musculus arector pili), taktile Strukturen, auBere Wurzelscheide der Haare und 
inner© Wurzelscheide und auch die Haarzwiebelstruktur. Dies© ragt unter 
5 Umstanden in das Fettgewebe hinein. Bei den Haaren und Haarfollikeln kommt 
es zur Ausbildung von bindegewebigen Wurzelscheiden, die eine wicbtige 
Funktionsstruktur in der Regeneration beinhaltet Daraus bilden sich Glashaut, 
aufiere Wurzelscheide, innere Wurzelscheide und das letztendliche Haar, Ahn- 

liche Prozesse konnen im Bereich der Nageiregeneraiion unierscutzi und her- 

■ 

10 beigefOhrt werden. Innerhalb der Gewebestrukturen werden Schweiddrusen mit 
ausgebildet In den Hautstrukturen werden perifollikuiare Netzstrukturen, Netze, 
subkaptllfire Arteriennetze, termale Venennetze wieder ausgebildet. 

5. Verdauunassystem 

15 

Durch die EPOGabe kommt zur Wiederherstellung der innersten Schicht der 
Schleimhaut, Tunica mukosa und der Bindegewebsschicht der sogenannten 
Lamina propria. Die tiefste Schicht bildet eine Lage glatter Muskulatur die 
Lamina muskularis mukosae. Der Schichtaufbau wird wie folgt: Serosa-Zellen 
20 dann Muskularis, Submukosa und Mukosa. Diese Strukturen werden durch 
Verdauungsdrusen durchzogen und SchleimhautdrUsen befinden sich in der 
Mukosa. Zusatzlich regenerieren SubmukosadrOsen und der Plexus myinteri- 
cus (Auerbach) und der Plexus submukosa (Meiftner). Im Bereich der Zunge 
regenerieren die blattfOrmigen Papillen. Im Bereich der Mundes werden im 
25 Bereich der Gewebsregeneration auch Geschmacksknospen mit regenerrert 
Diese~3ihcl aufgebaurau^Basalzelle Typ-4; StOtzzelle^Fyp 1; Rezeptorzelle Typ 
3, Glykoproteine und Geschmacksporen. Die seromukfise Speicheldruse 
besteht aus Streifenstucken, SchaltstOcken, mukosen EndstGcken, 
Basalmembranen, myoepitelialen Korbzellen und serdsen EndstQcken. Wiclv 
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tig© reparative Prozesse konnerf bei Paradontose auch im Berelch des Zahnbe- 
reichs erfolgen. Zum Beispiel betrifft das die Strukturen des Periodontiums in 
Vertoindung mit dem Alveolarknochen und dem Wurzelkanal mit Apex. Die 
reparativen Prozesse konnen durch Hinzuftlhrung von stammzellbesiedelten 
5 Calziumphosphatstrukturen Oder anderen mineralischen Ersatzmaterialien, die 
mit EPO beschichtet warden, erreicht werden. Die von EPO uhterstutzte Aus- 
bildungen-eines Regeneration sprozesses erfolgt Im Bereich_von Zysten im 
Bereich der Kieferhohlen, Unterkieferstrukturen, nach Wurzelentfemung und 
Neureparatur dieser Strukturen vor Ort in vivo. 

IO 

Die entsprechenden Materialien und Odontoblasten konnen in vitro ebenso 
durch EPO- Gabe vorbereltet werden. 

Osteochondrale Strukturen wie zum Beispiel der osteochondrale Zylinder kon- 
15 nen in vitro vorbereitet und vivo unter EPO-Gabe wachstumsregenerationsfdr- 
demd implantiert werden. Die Ausbildung der Wurzelkanalstrukturen mit Neoin- 
nervation wird Uber EPO beschichtete Leitstrukturen. die hineingegeben 
werden, gefordert. Hier helfen Moiekiile der extrazellularen Matrix, die in 
Beschichtungsprozessen auch als Peptidstrukturen herbeigefuhrt werden kon- 
20 nen. Die Schmelzorganstrukturen zusammen mit Pulpaodontopiasten, Zwi- 
schenzonenschmelz-Puipa konnen im Wachstumsprozess nach Verletzungen 
und traumatischen Prozessen unterstQtzt werden. Die reparativen und regene- 
rativen Prozesse fokussieren sich auf den Bereich des umgebenden Bindege- 
webes und die Integration der Zahnstruktur oder auch eines Implantates im 
25 Bereich des Kiefers. Das Pulpa-Bindegewebe und die Ausbildung mit Blutgefa- 
TSen, die den Apex des Wurzelkahals~ein- und~ausdammenrspieit-hieneine- 
grolle Rolle fur die Innervation. Das Peridontium (Wurzelhaut) wird so regene- 

riert. Die Sharpeyfasem durchziehen die Wurzelhaut und sind im Zement bzw. 
Alveolarknochen verankert. 

• ------- 
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EPO Klhrt zur regenerativen Prozessen In diesem Bereich nach EntzGndungen 
und traumatischen Reaktionen. Im Bereich des zahnfleisches kommt es durch 
EPO-Gabe bei Entziindungsphanomen bei Paradontose zur Verbesserung des 
5 reparativen Prozesses. 

Schlund: — . T . 

Regenerative Prozesse kdnnen auch durch EPO-Gabe auf den Pharynxbereich 
in der Wiederhersteilung des piasmaUschen Mehrreihenepitheis ausgeaennt 
10 werden. Auch hier konnen Tunica muscularis und Tunica adventitia koordimert 
wiederhergestellt weiden. In den Lymphozytenstrukturen innerhaib der Gau- 
menmandel werden Kryptastrukturen und Kapselstrukturen wiederhergestent. 
Regenerative Prozesse kdnnen auch entziindete Strukturen, wie be. TonsiH.t«s 
regioselektiv in der Regeneration fdrdem. 

^^arnTbeTeich gibt es hochregenerative Epithelanteilen, die sich innerhaib 
von 24 bis 48 Stunden erneuern kdnnen. Bei EntzUndungsreaktionen kommt es 
zu einer Storung dieser reparativen Tatigkeit, so dass unterstiitzende Effekte 
20 durch EPOATPO hier eine Kompensationsreaktion des Kdrpers ermdgl.chen 
kdnnen Hierdurch kommt es zur Wiederausbildung von Epitheistrukturen w.e 
Lamina propria. Tunica mucosa; Lamina muscularis mucosae , Tunica submus- 
cosa Ringmuskulatur, Tunica muscolaris und Langsmuskulatur und Tunica ad- 
ventitia, die als reparative Prozesse den gesamten Darmwandbereich durch- 
25 Ziehen wOrden, so dass eine selektive. oberflachlicbe auch intramurale und 

^mQlifle^^^ uber-den- 

gesamten Bereich des Magen-DarnvTraktes beginnend von Schlund Mund b.s 
in die Speiserohre und in den Enddarm fortgeftlhrt werden. Im Osophagus kdn- 
nen die Lamina muscularis mucosae, Lamina propria und das mehrschlchtlge 
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Plattenepithel regenerlert werden. Serdse Strukturen werden integriert und 
durch EPO Gabe repariert. 

Der Wiederaufbau der Magenwand insbesondere der Bereich der Areae gastrici 
5 mit Magengrtlbchen, Magendrtisen, Lamina muscularis mucosae, an den 
AufJenseiten Mesothel. dann subserOses Bindegewebe, Tunica muscolaris. 
Tunica submucosa und Tunica_mucosae ist mSglich. In den Strukturen werden 
Belegzellen, Magendrtisen, Hauptzellen, Lamina propria, muscularis mucosae 
und Tunica mucosae regeneriert, ebenso dss Oberflachenepithel. Regenerative 

10 Prozesse auch im Bereich der Zellen des Corpusfundus-Drtisenbereiches bein- 
halten die Wiederausbildung von Hauptzellen. Die Verbindung zu Belegzellen 
ist gegeben. Die durch EPO erfindungsgemaft erreichte Stimulation beinhaltet 
auch die Regeneration von Zellen die vasoaktive Substanzen wie Polypeptide 
freisetzen und die Bildung der enterochromaffinen Zellen (ECN), die Serotonin 

15 freisetzen. Magendrtisen konnen regeneriert werden. Es ist bekannt, dass sich 
das Oberflachenepithel des Magens innerhalb von drei Tagen emeuem kann. 
Bei starken traumatischen. entzundiichen Verletzungen, Regenerationsstdrun- 
gen hilft die Gabe von EPO diese Regenerationsfahigkeit wiederherzustellen. 
Im Bereich des DQnndarms kommt es zur Wiederausbildung der Lamina 

20 propria, der Lamina muscolaris mucosa, der Solitarfbllikel, der Tunica submu- 
cosa, der Ringmuskulatur, der Langsmuskulatur, der Tunica serosa. In den 
Strukturen werden die Darmzotten wieder ausgebiidet und ebenso das Solitar- 
follikel und die Kerkringschen-Falten. Ebenso werden die Krypten wiederherge- 
stellt. Die Krypten enthalten sogenannte Panethzellen. Diese konnen Sekretge- 

25 nerat im Drtlsengrund ausbilden. Peyerscheplaques befindet sich in der Lamina 
pTopria-aes-Duodenums. Die EndstQcke der Brunnerschen Dnjsen zeigen nach- 
EPO Regeneration charakteristische mukOse Zellen, ein helles Zytoplasma und 
an der Zellbasis liegende flache Zellkeme. Die Dickdarrnregeneration bei EPO 
Gabe spielt insbesondere nach operativen Entfemungen eine wichtige Rolle. 
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6. Skelett 

EPO fuhrt zur Regeneration des Skelettgewebes mit der Unterteilung in straffes 

5 collagenes Bindegewebe, Knorpelgewebe und Knochengewebe. Bei den 
Chondrozyten fdrdert EPO die Ausbildung der interzellularen Substanzen und 
ftihrt zu funktionelien Verbesserungen, j±er Chondrozytenstrukturen. EPO 
unterstOtzt die Ausbildung der Wachstumszonen und die Ausbildung des Peri- 
kendiums (umgsbsnde Sinuegewebssiruktur, Ausnanme Geienk) nach trauma- 

10 tischen Effekten, Bei Erwachsenen kdnnen sich Knorpelzellen bekannterweise 
nicht mehr vermehren, da die KnorpelbildungsaktivitSt des Perikondiums auf die 
Zeit des K6rperwach stums vor dem Erwachsenenaiter beschrankt ist Durch 
Gabe von EPO konnen diese Regenerationsprozesse therapeutisch beeinflusst 
und die ansonsten auftretende Bildung von Bindegewebszellen ais Defektfiill- 

15 materia) vermieden werden. Tetlweise kdnnen hiermit der plastische Prozess, 
d.h. die Umbtldung von Fibroblasten und Chondrozyten in dem Recruitment der 
EPO-Gabe eine Rolle spielen. Therapeutisch wird EPO eingesetzt in der Rege- 
neration von Knorpelstrukturen , wie z.B. hyaliner Knorpel im Bereich der 
Gelenkflachen fOr die Kehlkopfenden, Luftrtihre, Bronchien und einen Tei! des 

20 Nasenskelettes. Erfindungsgemali fdrdert EPO die Bildung der Knorpelkapseln 
und die Ausbildung der Proteoglycane / Kollagene. ErfindungsgemafJ tst eine 
Verbindung mit Stammzellen moglich. Aber auch isoliert wird EPO eingesetzt, 
urn etastischen Knorpel zu regenerieren, der z,B. im Kehldeckel-Knorpelbereich 
lokalisiert ist Hierzu zdhien auch die Knorpel des aufieren Ohres und der Ohr- 

.25 trompete. EPO wird erfindungsgemSB eingesetzt, um auch Faserknorpel im 
VeflSndfi^ 

Regenerationsprozesse im Bereich der Zwischenwirbelscheiben, intraartikuiS- 
ren Fortsatzen, Scheiben und Menisken. Erfindungsgemaft kOnnen im adulten 
Organismus die ansonsten verlorenen regenerativen VerSnderungen des Knor- 
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pels wieder aktiviert werden. die Regeneration, der Neuaufbau und die Prote- 
oglycan / Collagensynthese der Chondrozyten wieder beginnen. Die Verkal- 
kung des Knorpels kann an den nicht erwGnschten Stellen verhindert werden. 

ErfindungsgemSG fuhrt EPO in therapeutischen Bereichen zur koordinierten 3- 

D Regeneration von Knochengewebe als Komplettstruktur inkl. der Gefafte. Bei 

grofieren Defekten konnen Ersatzstrukturen anqrganischer oder biologischer 

Tragermaterialien eingefuhrt werden. Hier kann eine Kombination zwischen 

Phasenreinem Tnea!zium P hosphat und einer EPO-Beschichiung durchgefuhrt 
10 werden. 

Alternate konnen Hydroxyl-Appatite Oder auch biologischer Knochen allogenen 
oder xenogenen Ursprungs nach entsprechender Behandlung entsprechend 
eingesetzt werden. ErfindungsgemaiS wirkt die Gabe von EPO, auf das Periost 
und Endost und fuhrt zu einem Recruitment und Vermehrung der dort befindli- 
chen Progenitoren. Danach kommt es zur Ausbildung von Lamellen, Ausbil- 
dung von Osteozyten und der entsprechenden Lakunen und Kanalikuli. Erfin- 
dungsgemau wird EPO zur Knochenregeneration eingesetzt, und es kommt zur 
Ausbildung der Haverskanale, Knochenkanalchen der Schaltlammellen. der 
Lakunen, konzentrische Lamellen, die eine benachbarte Lamellensystemab- 
grenzung und Veroindung ermoglichen. Oberraschenderweise werden Volk- 
mann-Kanale als knocherne Strassen fur die Blutgefafte gefunden. EPO stlmu- 
liert die Osteoprogenitoren-lnduktion, Osteoblasten. Osteozyten und Oste- 
oklasten. EPO fuhrt bei Osteoblasten zu einer Neosynthese und induktion der 
Interzellular-Substanzen des Knochens. Die Gewebebildung beinhaltet die 
Ausbildun^on-knocrrens 

Ossifikationskanalen und die Ausbildung von Knochenbalkchen und die Integ- 
ration vaskularer Bindegewebsstrukturen. Ausgehend von Vertetzungen, z.B. 
Unfallen, Trauma aber auch Entzundungsreaktionen, kann EPO die Koordinati- 
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onsaufgaben in der Wiederherstellung der Gewebestrukturen Obemehmen, so 
dass Zonen von Knorpelabbau, Knochenneubildung mlt Zonen der Khorpelver- 
kalkung, Zonen der Chondrozytenhypertrophie, Teilungszonen (Sauten, Knor- 
pel und Reserveknorpelzonen (hoher Knorpel)) entstehen. 

5 " 

Erfindungsgemlft fordert EPO die Vaskulogenese auch im Bereich des Kno- 
chens, insbesondere die Ausbildung einer Arteria Nutricia, die Metaphysenge- 
fafSe und die Epiphysengef&fce. Zusatzlich werden die PeriostgefSlie ortsspezl- 

risen integriert. 

10 

EPO fordert die Ausbildung des Nukleus pulposus und Anulus pulposus sowie 
des hyalinen Knorpels im Bereich der Zwischenwirbelscheiben. In Gelenk- 
strukturen werden AuRentigamente, Innenligamente und Kapselverst&rkungs- 
bande in der Ausbildung gefOrdert. Reparaturprozesse der Synovialmembran 
15 sind hierbei beinhaltet ErfindungsgemSfi fdrdert EPO nach EntzCJndungsreakti- 
onen die Wiederausbildung der glatten Muskulatur. der gestrafften Muskulatur 
und des Myokardgewebes, 

7, Glatte Muskulatur 

20 

Die Histogenese der glatten Muskelzellen wird durch EPO in der Ausbildung 
und Differenzierung zu Myoblasten aus Mesenchymzellen gefOrdert In der 
Skelettmuskulatur fdrdert EPO die Ausbildung des Perimysium und des Endo- 
mysium. Durch EPO kommt es zu einer Integration und Koordination des Ein- 
25 wachsens motorischer Nervenfasern und der Ausbildung motorischer Endplat- 
tea: £PO~f ord^ 

normaterweise keine oder nur sehr geringe Regenerationsfahigkeit EPO wird 
erfindungsgemdft eingesetzt um die Geweberegeneration der glatten Muskel- 
zellstrukturen, der Skelettmuskulatur und des Herzmuskeigewebes zu erreichen 
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und ein imunmodulatorischen Abkling-Effefct durch Riickkopplung zu erreichen. 
Dies ist von Bedeutung fur die Therapie bei entzUndlichen autoimmunen Mus^ 
kelerKrankungen. 

5 8Jvjgrv 9ngewebe 

In der dreidimensionalen Geweberegeneration spielt die Verbindung mit Ner- 
vensystemen und Innovationsprozessen eine gro&e Rolle. ErfindungsgemSfc 
wird EPO zu einer Koordination der Vaskulogenese mit der Neurogenese und 

10 der ZusammenfiJhrung dieser Strukturen in der Innovation von parenchymen 
Driisen, Geweben und Organen verwendet. Hierdurch kommt es zur Wieder- 
ausbildung von synaptischen Kontakten. der Ausbildung von Neuronen als 
Lamina und vertikalen Einheiten und der Ausbildung von Nervenfasem und 
Fasertrakten. Verbindungsstrukturen im Bereich der Ganglienplexen werden 

15 hervorgerufen. Die Himnerven und Kranialnerven werden einbezogen, die Spi- 
nalnerven werden nach Trennungen regeneriert und sowohi efferent© motori- 
sche als auch afferente oder sensible Strukturen werden wieder neu geschaltet. 
UnterstCitzend konnen Nervenleitschienen eingesetzt werden, die aus Biopoly- 
meren, (biodegradable oder nicht-biodegradable (Silikon, Polyurethan)) beste- 

20 hen kdnnen oder biologischen Ursprungs, oder synthetischen Ursprungs (z.B. 
Collagen, Elastine, Fibronektine, Polylaktid, Polyhydroxybutyrate, Seide) sein 
konnen und in Kombination mit Stammzellen verwendet werden konnen. Die 
Stammzellen konnen mesenchymalen Ursprungs sein. Sie kdnnen aber auch 
aus den Gewebestrukturen der neuronalen Strukturen direkt rekrutiert werden, 

25 wobei es sich nicht um eine Apoptosevermeidung handelt. sondem urn eine 
initiation des~Neu menwachstums uncTder v^rTnehnjng-in-elne-gerichtete-drei^- 
dimensionale Struktur. 



Ein wichtiger Effekt der EPO-Wirkung ist die Geweberegeneration im Bereich 
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deFBindegewebsstrukturen des zentralen Nervensystems, insbesondere der 
Meningen und deren begleitenden BlutgefSBe. Diese Wirkung ist sehr wichtig 
Kir die Regeneration von Gangllen und Sinnesorganen. ErfindungsgemaG wird 
die Ausbildung von Axonstrukturenjjnd die Ausbildung von Axonen ermoglicht. 

5 Die elektrophysiologische Aktivitat und der axonale Transport wird wieder her- 
gestellt, sobald eine Queivernetzufig erreicht wird. Durch kombinierte Gabe mit 
Vitaminen, zum Beispiel Vitamin .C, kdnnen diese Prozesse unterstotzt werden. 
Wichtig aber isi die erfindungsgemafte Wirkung in der Gewebsregeneration in 
dem Zusammenspiei zwischen einer Aktivierung durch ortssiandige Piasma- 

10 zellen, Makrophagen, Lymphozyten unter UmstSnden Mastzellen, die zu ernem 
zellularen Rekruitment und einem reparativen Verhaiten fQhren (nach thetapeu- 
tischer EPO-Gabe). Im zentralen Nervensystem kann EPO erfindungsgemafi 
auch fur die Regeneration im Bereich degenerierter Strukturen eingesetzt wer- 
den. Hierzu zahlen Morbus Parkinson und Degeneration im Striatumbereich 

1 5 sowie Morbus Alzheimer und die amyotrophe Lateralsklerose, die auch in die 
Peripherie ausstrahlt sowie die Multiple Sklerose und bei organisch bedingten 
Depressionen. Wichtig hierbei ist die Behandlung mit EntzQndungsreizen, so 
dass die Aktivierungskaskade, die durch EPO ermittelt wird, initiiert werden 
kann. Eine stereotaktische Implantation mit rnesenchymalen Progenitoren und 

20 neuronalen VorlSuferzellen wie auch die Verwendung ortsstSndiger Progenito- 
nen regionaler und peripherer Monozyten kann durch EPO therapeutisch ver- 
starkt und zur Regeneration gefuhrt werden. Das Ziel ist die Ausbildung neuer 
neuronaler Zellen des Zentralnervensystems. Erfindungsgemafi kommt es 
danach zu einer Funktionsaufhahme der Zellen mit einer Bildung neuroaktiver 

25 Peptide und Endorphinen sowie z.B. Serotonin, Dopamin, Noradrenalin, Actyl- 

der Regeneration werden auch nicht die neuronalen Zellen des ZNS t wie zum 
Beispiel die protoplasmatischen Astrozyten, der fibrillSre Astrozyt, Oligodendro- 
zyten, Mikrolia (Glioblasten) und das Ependym miteinbezogen. Das Nervenge- 
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webe wird durch EPO nicht nur in einer neuronalen Regeneration, sondern 
auch in der begleitenden StOtzzellstruktur der sogenannten Neuroglia gebildet 
In der Proportionality Ubertreffen die Neurogliazellen die neuronalen Zellen bis 
zum Faktor 10. Sie bilden das Bindegewebsstrukturgerust des ZNS und ftihren 
5 die Blutgefafce. Dies hat eine wichUge regenerative Komponente fur den struk- 
turellen Wiederaufbau. Als Ependym versteht man die Epithelauskleidung der 
inneren Oberflachen der Ventrikel im ZNS. 

EPO fOhrt erfindungsgemali zu einer Regeneration der Axonenhiiiien einer 
10 sogenannten Schwannschenschelde. EPO fordert die Ausbildung der Myolin- 
scheide (Markscheide). Im ZNS liefern Oligodendrozyten die Myolinscheiden 
Dies ist therapeutisch besonders wichtig bei Erkrankungen der Markscheiden- 
ausbildung. Bei den peripheren Nerven werden die Begleitzellen induziert 
Ganglien zu umkleiden. Die Schwannzellen weiden durch EPO stimuliert im 
15 Bereich des Regenerationsprozesses die neue Ausbildung der peripheren Ner- 
ven mit zu ermoglichen. Es kommt hier zur Ausbildung der interperiodischen 
Linien der Myelinsegmente. 

EPO fordert erfindungsgemali die Ausbildung der grauen und weiSen Substanz 
und deren gewebespezifische Differenzierung im ZNS. EPO unterstotzt die 
Ausbildung von Ganglien (Ansammlung von Nervenzellen auRerhalb des ZNS). 
Nach traumatischen Situationen kommt es zur Regeneration dieser Strukturen. 
Die Regenerationsprozesse auch im regeneratlven Bereich werden Ober die 
EPO-Modulation zu einer Neoinnervation gefuhrt, wobei es ausgehend von 
Tranendruse, Unterkieferdruse, Unterzungendrfise sowie OhrspeicheldrOse, 
Herz, Kehlkopf, txfflrohrer Bronchien^unger-Magenr-Dunndami-Blutgefalte 
des Bauchraumes und weitere BlutgefaBe, Leber. Gallenblase, Gallengange 
Baucbspefcheldrilse, Nebennierenmark, Dickdarm, Mastdarm, Niere, Hamblase 
und Geschlechtsorgane zu einer Neoinnervation kommt a!s reparativer Pro- 
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zess. Im Bereich des-sympathischen Grenzstranges und des sympatischen 
Gangliums (Ramus communicans aibus und rarnuns eommunicans griseus und 
nervus splancnicus, Ganglium coeltacum und ganglium mesintericum su peril! s) 
kommt es zu reparativen Prozessen. Die Nervenendungen kfinnen durch die 
5 Regenerationsprozesse auch in die mehrschichtigen Plattenepithelstrukturen 
integriert werden. " ~~ 

Histologisch werden Endkolbenstrukturen, Kerperchen und sogenannte Pacini- 
Korperchen an den sensibien Strukturen wiederhergesieiit EPO uncerstutzt die 

10 Ausbildung der Dura mater, deren Struktur wiederum Bindegewebsleitstruktu- 
ren sensibler Nervenblutgefa&e enthSIt Dadurch kommt es zur Ausbildung 
Subduratraumes (Ausbildung des duramatis spinalis) und des Epiduralraumes. 
Die dura mater encephalica haftet am dem Schadelknochens an und wird durch 
die EPOStimulation im Rahmen des Regenerationsprozesses wieder aufge- 

15 baut. Die Arachnoidia erstrackt sich in den Subarachnoidialraum. EPO-Regene- 
rationsprozesse stimulieren auch die Wiederherstellung des Subarachnoidfal- 
raums und der weichen Himhaut. Diese kann Beziehungen zum kardiovasku!3- 
ren (Virchow-Raum) aufnehmen. EPO fuhrt zu einer Wiederherstellung der 
diinnen Bindegewebslage die die OberflSche von Gehirn und Ruckenmark 

20 bedeckt. Es kommt zur Regeneration der ven5sen Sinus der Arachnoidiazotten. 
Insbesondere der plexus chorioidius und die Himventrikel werden regeneriert. 
Die erfindungsgemafte Gabe von EPO ftlhrt bei EntzOndungsprozessen zu 
einer Wiederausbildung der Bluthirnschranke durch strukturelle Geweberegene- 
ration- Die funktionelle Bedeutung dieser Regeneration die sich fiber das 

25 gesamte Himgewebe einschliefttich der medulla oblongata mit Ausnahme der 
— — isieuroh^ 

ZNS> Die Banriere wird mit Astrozyten durch EPO-Gabe wieder emeut ausge- 
bildet. 
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Histogsnese des Nervensystems durch EPO-Einwirkung 

Nach Trauma im zentralen Nervenbereich und degeneratlven Prozesse sind 
das Zusammenspiel zwischen Gliazellen, Oligodendrozyten, Neuronen, Subdu- 
5 ralraum und BlutgefSften gestQrt. Diese raumlichen Verbindungen und die darin 
beflndlichen Begleitzellen sind in einer Histogenese physiologisch beteiligt. 
. — Dennoch kommt es bei Verletzung zu Heilungsproblemen, da die neuronalen 
adulten Gewebe nicht regenerattonsfahig im gewunschten Umfang sind. Durch 
die Gabe von EPO kann erfindungsgernaii dieser Prozess in eine regenerative 
10 Richtung beschleunigt gefuhrt werden und die strukturelle Wiederherstellung 
durch die Verbindung der strukturellen Anteile mit den Parenchymanteilen 
erreicht werden. In der Embryonalentwicklung lauft dieser Entwicklungsschritt 
nach einem festgesetzten Zeitplan ab. EPO ist im 2NS eine vermittelnde 
Struktur in Verbindung mit z.B. dem Nervenwachstumsfaktor (NGF). Die man- 
is gelnde Regenerationsfahigkeit des ZNS im adulten Organismus wird durch 
EPO-Gabe dadurch kompensiert, dass ein Recruitment der ortsstandigen Zel- . 
len, immunmodulierende Zellen, Abraumzeilen (Makrophagen) und Stammzel- 
len erfolgen kann. Stammzellen (z.B. autolog aus peripheren Blut CD45 positi- 
ven Zellen, mesenchymale Stammzellen, aus Fettgewebe, aus Nabelschnur- 
20 gewebe) und andere Stammzellen konnen kombiniert werden. Die Verwendung 
autologer Gewebe ist der Verwendung allogener Zellen (z.B. embryonaler Zel- 
len) vorzuziehen, yon dem EPO Effekt aus immunologischen Grunden abzu- 
trennen aber nicht auszuschiiessen). 

25 In Komblnation mit stereotaktischen Operationen oder Infusionen konnen die 
Progenltoren~OTtsspezifisch-posittoniert werden— Durchtrennte-oder-verletzte — 
periphere Nervenfasem kflnnen durch EPO-Gabe in Verbindung mit Leitstruktu- 
ren. Leitschienen oder auch in Verbindung mit biologischen Strukturen vor Ort 
(aus der unmittelbaren Umgebung) in die gewunschten Bereich gelenkt werden 
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— z.b. auch durch Fibrinstixikturen. Fibroblastenstrukturen konnen auch in ande- _-=- 

T ren Bereichen mit StammzeHen und EPO integriert warden. Altemativ kdnnen 
auch biologische Matrixmolekule auf der Basis von Kollagenen Oder Elastinen 
in rekombinanter Form Oder bestehend aus Peptidsequenzen. in Gemische 

5 eingebracht werden, wodurch es zu Injektionslosungen kommt. die durch EPO- 
Gabe vermittelt werden kOnhen. Parallel kann die Neuregeneration auch sys- 

_ temisch unterstiitzt werden_durch Gabe von EPO. Ohne die Gabe von EPO und_ 
die Stammzellunterstutzung kommt es zur sogenannten Wallerschen Degene- 
ration, die seii i860 bekannt ist. Entiang des sogenannten Bungner Bandes 

10 kommt es zu Regenerationsprozessen. Im ZNS kommt es nach 12 bis 24 Stun- 
den nach einer Lasion zu terminalen Degenerationsphanomenen. Der Zellkor- 
per lost sich durch Chrornatolyse auf. Die regenerativen Prozesse. die durch 
EPO beschleunigt werden, ftlhren zu einem Axonenaufbau. Durch EPO wird die 
Nesselsubstanz und der Golgi-Apparat emeuert. Die Schwellungen des Zell- 

is korpers nehmen ab, wahrend in physiologischer Weise in der ersten Woche 
nach einer Lasion Regenerationsphanomene bei peripheren Axonen auftreten. 
Durch die erfindungsgemaBe Gabe von EPO kommt es zu Beschleunigungen 
der Regeneration, sodass unterhalb einer Woche bereits Regenerationspha- 
nomene. wie die Ausbildung von Philopodien und protoplasmatischen Wachs- 

20 tumskeulen ermoglicht werden. Die axonalen Philopodien benotigen normaler- 
weise zwei Wochen, urn in den Schwannzellen HShlen in das distale Segment 
einzuwachsen. Durch biologische Strukturen und Kollagene konnen diese 
Strukturen bei Komplettdurchtrennung GberbrOckt werden. Eine Anwendungs- 
form for die Nervenschienung stellen z.B. EPO beschichtete Kollagenrohrchen 

2S dar. Andere Tragermaterialien wie Polylaktid bzw. Poldhydroxyalkanoate kon- 
nWeBenso^/erwen^^ 



HWII wi-rw* iww ' ^" , 

gem Oder allogenem Fibrin als Leitstruktur ist mSglich. 
Bei Polymyolitis-Zustanden wird durch EPO-Gabe eine Neosynthese des Peri- 



EmPfaneszeit 30-Oez. I6:l5 



FROM Koenig-SEynka-von Renesse Patentanwael te uiiejuez «u zuua ioiov/91 



Konig Szynka von Renesse - 43 - 



45 536 K 



neuriums erreicht. Dieser fdrdert die Ausbildung von kollateralen Sprossungen 
imZNS. 
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Nach viralen Infektiohen der Leber (z.8. Hepatitis A, B, C, D) kann es zu Rege- 
nerationsdefekten der Leber kommen. Die. Lebercirrhose stellt das Endsjadium 
eines Regenerationsdefektes der Leber dar. bei der es zu bindegewebigem 
Ersatz der parenchymatosen Zeiien gekommen ist, da die korpereigene Rege- 
neration nicht entsprechend mit der Rate einer durch Noxen bedingten Schadi- 
gung durch kontinuierliche Regeneration mithalten kann. 
Nach Trauma und operativen Eingriflen. z.B. bei Tumorresektionen der Leber, 
kommt es zu einem akuten Vertust viablen Gewebes und zur Gewebezersto- 
rung. 

ErfindungsgemaR kommt es nach Gabe von EPO zur beschleunigten Regene- 
ration, der Hepatozyten und nicht-parenchymalen Zellen der Leber bis zur 
Restitutio ad Integrum. Charakterisfisch hierfur ist die Wiederausbildung einer 
normalen Lebertappchen Architektur, die Wiederausbildung des interlobularen 
Bindegewebes, der Zentralvenen und der Glisson-Trias: Dort werden erkennbar 
die Gallengange, LymphgefaBe, periportale Bindgewebe, Arterien und Vena 
interlobularis neben den Leberzellen wiederhergestellt. 

Die spezifische Ausbildung der Intralobuiaren Retikulinfasergeflechts und der 
Lebersinusoide wird wieder hergestellt. Der histologische Aufbau nach Regene- 
ratl on zeigt die typische Balkenstnjktur. Die Fensterungen im Bereich der 
Endotherzeflen weisen auf ^fiWTyp isWe "L^te 

torzellen nach Trauma sind die Kupfferzellen die IL-6, IL-1 . TNF-alpha freiset- 
zen. 
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Die Gabe^on EPO fOhrt zu deutlich haheren Regeneration sprozessen selbst 
im Vergfeich zu Lebergewebe oniogeneiiseh junger Lebem. !n vitro-Faktorer- 
h6hung urn Faktor 10 bis 30 werden erreicht 

5 10. Gallenblase: 

Bei Entzundungen der Gallenblase und auch nach mechanisch bedingten Ver- 
letzungen der Gallenblase kommt es bei therapeutischer EPO Gabe zu einer 
Wieuerhersteiiung des norrnaten Wandaufbaues wie folgt: Biridegewebe (Kap- 
10 sel, mit Leberkapsel verwachsen), Tunica muscularis, Luschka GSnge, Lamina 
propria (reich vaskularisiert) und Tunica mucosa (mit Epithel, einschichtig, 
hochprismatisch). Lymphgefafie, Nerven aus dem Bereich des Vagus warden 
wieder angeschlossen. 



15 11. Pankreasregeneration: 



Die EPO Gabe unterstdtzt eine Regeneration der B-Zellen, D-Zellen und A- 
Zellen des Pankreas. Die Regeneration beginnt aus den kleinen Epithelstran- 
gen, die aus den Ausftlhrungsgangen hervorgehen. Die Venen und Arterien des 
20 Pankreas werden mitregeneriert 

Die regenerativen Prozesse betreffen den endokrinen und exokrinen Anteil 
nach Trauma, entzQndlichen Erkrankungen oder immunologischen Automim- 
munprozessen. 

25 12. Nasenhdhle und Nasennebenhfihlen: 



Septum nasi* Vestibulum nasi, Nasenh6hle, Nasenmuscheln unterliegen nach 
Verletzungen und EPO Gabe regenerativen Prozessen. Das Epithel wird wie- 
derhergestellt und ebenson die lamina propria (straffes, kollagenes Bindege- 
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webe mit-tubuloalveoiaren mukosertisen Driisen), Gefafie mit arteriovendsen 
Anastornosen und SchwellkBrpern, adrenerge und cholinerge Nerven. Im Be- 
reich der Riechschleimhaut wird das sehr hohe Epithle und die serOsen Bow- 
man-Drusen wiederaufjgebaut. 

5 

13. Kehlkopfbereich (Larynx): ~ 

Das mehrreihige hochprismatische Fliroraerepithel, die lamina propria, die serO- 
sen Drusen und die gemischt - seromukosen DrQsen werden durch EPO / TPO 
Gabe mit una ohne Stammzeiikombinaiion wteder hergesteiit. 

10 

14, Luftrohre: 

Wiederherstellung des typischen Wandaufbaues mit Perichondrium, hyaliner 
Knorpel, Perichondrium, lamina propria mit seromukttsen Drflsen, Subrnukosa, 
Lamina propria und EpitheL Die Adventitia wird an der Peripherie regeneriert 
15 und die Knorpelspangen durch glatte Muskulatur verbunden. Im Eptihel befin- 
den sich Becherzellen, Basalzellen und Flimmerzellen. Ebenso endokrine (Pa-) 
Zellen, Typ I und Typ II Burstenzellen. 



20 15. Lungen: 

Die komplexe 3-D Architektur und Struktur der Lunge wird erfindungsgemSfl 
wie foigt wiederhergestellt Arterta bronchialis, Driisen, Bronchus, Aste der arte- 
ria pulmonallis, Bronchiolen, glatte Muskulatur und Aste der vena pulmonalis, 
ducti aiveolari, AlveoIensSckchen und die Pieura-Umkleidung wird dreidimensi- 
25 onal zusammengeftlhrt In den bronchopulmonaren Segementen werden inter- 
segerc^tall^S^ter^ 

Bronchien werden Epithel, lamina propria, tunica muscularis, Drusen und Knor- 
pel regeneriert. In den Alveolen wird die Blut-Luft Schranken-Funktion wieder- 
hergestellt. Elastinstrukturen werden regeneriert. Alveolarepithelzellen (Typ I 
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und H) treten wieder auk Blutgefafte, Lymphgefafie und-Nerven (plexus pulmo- 
nalTs) werden dreidimensional koordiniert duch EPO un<T/ Oder Stammzeiiinteg- 
ration eingefugt. ^ 

5 16. Hamsystem: 

Die regenerativen Wirkungen im Bereich der Niere blieben bisher unbekannt, 
daJEPO bei chronisch insuffizienten Nieren substitute fur den EPO Mangel ein- 
gestetzt wurde. Bel traumatischen Vertetzungen. EntzOndungen und toxischen 
oder immunoiogischen Schadigungen kommi es erfindungsg email durch EPO 

10 Gabe mit und ohne Stammzellen / Progenitoren 2ur Regeneration der urologi- 
schen Systeme. In der Niere kommt es zur Regeneration der Rindenstruktur, 
der Nierenkelche, des Marks, der Markstrahlen, Nierenpyrarniden und der Co- 
lumna renalis. 

15 Es kommt zur Regneration der Mesangiafmatrix, der Mesangiumzellen, des 
Glomerulus (mit lamina rara interna, lamina densa, lamina rara externa. Die 
strukturellen Beziehungen der KollagenfilamentbOndel, der Mesangialzellen, 
Podozyten und Endothelzellen werden wieder hergestellt In der Nierenrinde 
werden Sammelrohr, Hauptsttick, Mittelsttlck, Macula densa, juxtaglomul8re 

20 Zellen und Vas afferens regeneriert, Im Mark der Niere kommt es zur Wieder- 
ausbildung der charakterisistische interstitiellen Zellen und des ductus papilla- 
ris. 

Die Harnleinterstruktur wird in die Tunica adventitia, Ringmuskulatur und 
25 Langsmuskulatur der Tunica muscularis, lamina propria, und Epithet (tunica 

mucosa)-regenertert. Dig-Mamblasenwrird-zar-VViedertierstellung-des-Epitheis^ — — 

lamina propria (tunica mucosa), tunica submucosa (Langs- und Ringmuskula- 
tur) und auBere Langsmuskulatur gefuhrt. 
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Die weibliche Hamrohre wird mittels EPO und / Oder Stammzellen zur Regene- 
ration der Tunica muscularis, des venosen Geflechtes, der DrOsenlakunen, der 
lamina propra und des uberwiegend unverhornten Plattenenepithels gefuhrt. 
Bei der mannlichen Harnrohre wird die pars prostatica. der musculus sphincter 
5 uretrhae und das diaphragma urogenitale, utriculus prostaticus, pars membra- 
nacea, pans spongiosa und die fossa navicuiaris regeneriert. Auf die Schleim- 
haut der_pars spongiosa folgt das corpus spongiosum. Nach traumatischen 
Verletzugnen Oder operativen Eingriffen kann EPO in Verbindung mit Fibrinkle- 

ber mil und ohne Siammzeiien in die struktureiien Defekie verbindend injeziert 
10 werden Oder entsprechend topisch aufgebracht werden. 

17. Endokrine Driisen: 

im Bereich der Hypophyse, Epiphyse, Schilddrfise. NebenschilddrOse, 
Bauchschpeicheidruse (Langerhansinseln), Nebennieren, Ovarien und Hoden 

15 kann es durch traumatische Verletzungen, Operationen (z.B. Tumorresektio- 
nen) zu Gewebeverietzungen kommen. In diesen Fallen kann EPO erfindungs- 
gemafi in Verbindung mit Stammzellen aus dem autologen Knochenmark, Na- 
belschnurstammzellen, Progenitoren aus dem peripheren Blut (Monozyten) 
Oder durch Recrutiering ortstandiger Progenitoren zu einer Gewebereganera- 

20 tion ftihren bzw. diese untersttltzen. In der Adenohypophyse werden die 
basophilen Zellen, die arteriae hypophysales superiores und inferiores, die 
gomitoli sowie die Portalgefafte wiederhergestellt. Die Neurohypophyse wird in 
ihrer Zusammensetzung mit Pituizyten, marklosen Nervenfasern aus neurosy- 
ekretorsichen Neuronen im Hypothalamus regeneriert. Hierzu werden erfin- 

25 dungsgemali EPO - Fibrinstrange als Leitstrukturen mit Stammzellen zwischen 
den RSgloiferrgirtsgtrttq^istra^ 
nen regeneriert. Bei der Epiphyse wird Habenula. Recessus pinealis, Lapp- 
chenstrukturen, Hirnsand, Bindegewebssepten und Pia mater (Kapsel) wieder 
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hergestellt NervenfasemrPinealozyten, Astredzyten werden in die spezifischen 
Strukturen der Epiphyse verbunden. 

Die Schilddrtlse unterilegt haufigen operativen Eingriffen. Die Foilikeiepiihel- 
zellen, C-Zellen, Bindgewebsstrukturen werden entsprechend regeneriert. 
Nebennieren bestehen nach der erfindungsgernSBen Regeneration aus Kapsel, 
zona glomerulosa, zona" fasciculate, zona reticularis. Sponglozyten befinden 
sich in der zona fasciculata. _ 



1 8 . Fortpflanzungssy stem: 

10 Regenerative Reparaturpro2esse konnen erfindungsgmSfc durch struktureile 
Prozesse bei Ovarien zu einer Wiedertierstellung des funktionelien Aufbaues 
fiihren. Hierzu sind insbesondere die Regenerationsprozesses des Stroma ova- 
rii, der tunica albuginea, die granulosa Zellen, theca folluculi interna und ex- 
terna involviert. Die Mesothelauskleidung wird nach Verletzungen wieder 

IS geschlossen. In den Eiteitern wird der Wandaufbau wiederhergesteltt (Epithet, 
lamina propria (Schleimhaut)), Ringsmuskulatur, Langsmuskulatur {Muskel- 
schicht), subseroses Bindegewebe, Mesothel (Serosa)), 



In der Ampulle des Eileiters werden Drtisenzellen, lamina propria und Flimmer- 
20 zellen regeneriert. Corpus uteri wird fn Endometrium, Myometrium und Peri- 
metrium strukturell regeneriert. Schleimhaut (Epithel, lamina propria), Muskel- 
schicht (Langsmuskulatur, musculus bulbospongiosus) und Adventitia der 
Vagina werden regeneriert. LymphgefSBe und Nervenversorgung werden wie- 
derhergestellt Neben dem gesamten Gewebebereich der weiblichen 
25 Geschlechtsorgane sind ebenso bei den mannlichen Geschechtsorganen 



Reparaturprozesse nacfTTrauma und^nstigmVerietzangen~moglichrSo-wer^ 
den u.a. Hoden, Nebenhoden, Penis (in Id. corpus cavernosum), Ductus semi- 

niferus, Prostata und deren struktureile Einbindung in das umgebende Weich- 
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und Hartgewebe koordiniert regenerierbar. Die blutversorgenden Strukturen, _ 
LymphgefSRe und Nerven werden reintegriert, 1 

19. Milchdriise: 

5 Der strukturierte Aufbau in LSppchen, Bindegewebe, MilchsSckchen, Ausfuh- ~~ 
rungsgSnge mit dem histologischen Detailaufbau Alveolen, Intra- und interio- 
bulares Bindegewebe, Milchgang, Myoepithelzellen findet durch Regeneration 
wieder statt Insbesondere nach Tumorresektionen oder plastischen Eingriffen 
kann das Brustrdiisengewebe In Verbindung mit biolcgisch mcdeHisrbaren 

10 scaffolds, EP und Stammzellen neu aufgebaut werden. 



20. Zentrales Nervensystem; 



Im Gehirn und Ruckenmarkbereich spielen insbesondere mechanische und 
15 ischamische Insulte mit nachfolgender Gewebedegeneration bzw. Strukturun- 
terbrechungen eine klinisch bedeutende Rolle. Graue und weifie Substanz, 
Kleinhim, Mittelhim und Grosshim, Kemgebiete und Faserbahnen werden 
struktureli zusammenfuhrt und regeneriert 

Zum Zwischenhirn zahlt der Epithalamus, Thalamus dorsalis, Subthalamus und 
20 Hypothalamus. Der Bereich des Endhims umfasst zytoarchitektonsich ca. 50 
Felder die struktureli regeneriert werden kfinnen. Die Hauptgebiete sind Fron- 
taHappen, Temporallappen, Paiietallappen und Okzipitallappen, Die Septumre- 
gionen, der Bulbus olfactorius sowie die Cortexbereiche kdnnen regeneriert 
werden. Zu dem Regeneratfonsbereich der Basalganglien gehfiren das Corpus 
25 striatum mit Nucleus caudatus und Putamen, das ventrale Striatum, sowie 
nu^eirs^cwm 

kdnnen die AusfSlle motorischer Areale mit den dazugehfirigen Lahmungen und 
die Ausfaile sensorischer Neurone revidiert werden. Die Schadigungen im 
Bereich der motorischen Rinde (z.B. durch Geburtstraumata und Unfaile) mit 
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20 



den daraus^esultierenden spastischen Lahmungen k6nnen revidiert werden. 
Bei den Schldigungen der Vorderhome mit den einhergehnden schlaffen Lah- 
mungen korihen ebenso regenerative Prozesse induziert werden. Storungen 
der Hippocampusfunktionen rufen schwere Storungen im Bereich der Onenfe- 
5 rungs- und Merkfahigkeit hervor (Korsakoffsyndrom). Bei Schadigungen korti- 
kaler Neurone kann die dam'rt einhergehende Gefahr der Alzheimerentstehung 
eingedammt werden. Bei zerebrovaskujSrer Insuffizienz bis zum Hirn.nfarkt 
konnen reparative Prozesse durch Regeneration elngeleitet werden. 

10 21. Auge: . , „. . . . 

Die Regenerationsprozesse erstrecken sich auf die Hornhaut, B.ndehaut, 

Reaenbogenhaut, Schlemmkanal, Ziliarmuskel, Linse, Zonulafasern, Ora ser- 

° .... — . . .. . rt^u y>„«~(7 ilun mater arar.h- 



25 



rata musculus rectus medialis, GlaskSrper, Retina. Gefafce, dura mater, arach- 
noidea, Sehnerv. arteria und vena centralis retinae. Netzhaut, Aderhaut und 
Lederhaut Der spezifische Aufbau der Cornea mit Kollagenlamelle, 
Fibroblasten, Elastinfaseren, Kollagenlamelle, Bowmann Membran, Epithel- 
schicht wird wiedemergestellt Die Sklera (Lederhaut) wird in lamina fusca 
substantia propria und Episklera regeneriert. Linsenepithelien. Augenlider mit 
epidermalen und dermalen Anteilen, Unterhaut, Schweissdrusen. Haarfoli.keln, 
Epithel. lamina propria. Tarsus. Melbom-Druse. Moll-Druse, musculus levator 
palpebral musculus orbicularis oculi wird wiedemergestellt. 

» 

22 Ohr* 

Ohrmuschel. Mittelohr. Trommelfell. Paukenh6hle. GeharknOchelchen, Muscu- 
lus stapedius, musculus tensor tympani. antrum mastoideum. cellulae masto- 

dazugehorigen Nerven. Labyrint und entsprechend das Corti - Organ s.nd 
erfindungsgemaft In die regenerative Prozesse miteinbezogen. 



EliiPfangszeit 30-D'ez. 16:15 



FROM Keen ig-Szynka -von Renesse Patentanwae l te tuiejuez w zuu? io.^i/oi. id. it 



Konig Szynka von Renesse - 51 - 45 536 K 



5 



IK AusfUhrungsbeispiele 



1 . Zelltransplantation 



Hepatozyten: 

Leberzellen werden durch Collagenase-Verdau in Qblicher Weise aus nicht 

tranplantierbaren Organen bzw. Lebenresektaten isoliert. (Bader, A>, Rinkes, 
S.riJB,, Cioss r I.E., Ryan, CfvL, Toner, M. t Cunningham, Jjvl,, Tompkins, G.R., 
10 Yarrnush, M.L. (1992) A stable long-term hepatocyte culture system for studies 
of physiologic processes; Cytokine stimulation of the acute phase response in 
rat and human hepatocytes. Biotechnol Prog. 8 f 219-225.) 

Die isolierten bzw. vorkultivierten Zellen werden in flQssigem Stickstoff gelagert. 

IS Nach dem Auftauen der Zellen entsprechend bekannter Protokolle {Karim, N. r 
Allmeling, C, Hengstler, J.-G M Haverich, A., Bader, A. (2000) Diazepam meta- 
bolism and albumin secretion of porcine hepatocytes in collagen-sandwich after 
cryopreservation. Biotechnol Letters 22: 1647-1652) werden die Hepatdzyten 
Suspension / Kulturen mit 100-150 lU/kg/KGW Epoetin alfa (bezogen auf den 

20 EmpfSnger) versetzt. Epoetin alfa wird hierzu in einer sterilen LOsung in einem 
Volumen von 1 - 1.5 ml einer 10 ml Hepatozytensuspension mit einer Konzent- 
ratlon von 2-10 Millionen / mi Zellen zugegeben. 



Diese Suspension wird langsam (1 ml / Minute) intraportal injiziert Die Suspen- 
25 sion kann zusdtzltch mit 1000 IE Heparin versetzt werden, um eine Thrombo- 
sierung zu vermeideTi; ~ " — ~ ■ ■ 



Alternativ kann das Zell / EPO Gemisch auch unter die Leberkapsel oder direkt 
in das Leberparenchym an mehreren Stellen injiziert werden. Hierzu empfiehlt 
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es sich die Konzentration der Hepatozyten um den Faktor 2-5 zu effiohen und 
das injizierte Volumen entsprechend zu reduzieren. 

Die Stichkanaie warden mit handelsublichen Fibrinkleber (Baxter Tissucol) ver- 
5 schiossen. Altemativ kann eine Tamponade mit Kollagenflies verwendet wer- 
den. Die Tamponade kann ebenso mit der Epoetin alfa Losung versetzt wer- 
den. Es ist darauf zu achten, dass die Tamponade an der Adhasionsstelle noch 
trocken bleibt. 

10 Der Fibrinkleber stellt ein 2 Komponentenmix dar. Oblicherweise besteht eine 
Komponente aus Fibrinogen und die andere aus einer Aktivierungslosung mit 
Ca* + und Proteinaseinhibitoren (z.B. Aprotinin). in die Aktivierungsldsung kann 
Epoetin alfa durch Hinzumischen auf eine Endkonzentration von 100-150 
lU/kg/KGW gegeben werden. 

In analoger Weise kdnnen Stammzellen aus dem Knochenmark, dem Fettge- 
webe, einem spezifischen Parenchym oder dem Blut (Aufreinigung aus Buffy 
Coats, CD 34 positive Zellen) aus Nabelschnurblut und den mesenchymalen 
Zellen aus dem Nableschnurgewebe verwendet werden. 

Parallel zur Zelltransplantation in ischamisch, toxisch, infektios oder mecha- 
nisch (traumatisch) geschadigte Bereiche konnen die Zellen in einen Fibrinkle- 
ber oder autologes Plasma eingebracht und unter Zusatz von Epoetin alfa (100- 
150 lU/kg/KGW) zur Polymerisation gebracht werden. 

25 



15 



20 



den, so dass insgesamt 40000 IE innerhalb einer Woche appliziert werden. 
Das Ergebnis ist eine um den Faktor 2-3 erhohte Geweberegeneration, die zu 
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einer strukturellen Reparatur ftihrt. ^ 
2, Postoperative Gabe 

5 

Nach ausgedehnten Operationen im Herz-Thorax-Gefa&bereich, der Visceral- 
chirurgie, der PJastischen Chirurgie aber auch nach ausgedehntem Trauma 
entstehen Defektsituationen. die zu einer vitalen GefShrdung des Patienten fuh- 

10 

Epoetin alfa wird hier in einer Konzentration von 100-150 lU/kg/KGW gegeben. 

Durch die EPO Gabe kommt es zu einer endogenen Erhdhung des Wachs- 
tumshormons urn den Faktor 2, wodurch die Geweberegeneration nach der 
15 Operation besohieunigt wird. Die restitutio ad integrum tritt urn ca. 1-2 Wochen 
fruherals bei vergleichsweise ohne EPO Gabe behandelten Patienten ein. 

EPO kann auch nach einer split iiver Transplantation bzw. Lebertranpiantation 
zur Induzierung der Leberregeneration gegeben werden. 

20 

Nach einer Lebertransplantation kommt es vor, dass das transplantierte 
Gewebe - oder bei Lebendspendem - das verbleibende Gewebe nicht rasch 
genug und in ausreichender Masse als aktives Gewebe zur VerfQgung steht. In 
diesem Fall kann bereits 24 h vor der Operation und zum Zeitpunkt der Opera- 
25 tion und danach in 24 h Abstanden 100-150 lU/kg/KGW Epoetin alfa gegeben 
weraen~Hierdu7^~kommt-e^^^ 

tion wobei postoperativ insbesondere am 4-5 Tage eine Volumenzunahme im 

Ultraschall diagnostizierbar ist. 
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a rcahe nach ppftrativer Leb e rrpsektion bei ant - und bQ$artiqen Tumoren 

Bei einer ausgedehnten Leberresektion besteht derBedarf. eine beschleunigte 
Regeneration zu erreichen. da die Verfiigbarkeit einer ausreichenden Zell- 
masse wichtig fur das Oberleben der Patienten ist. Nach operativer Resektion 
kann bei systemischer Gabe_1_00-150 lU/kg/KGW Epoetin alfa oder einer ent- _ 
sprechenden Menge bei topischer Applikation (in Fibrinkleber, Plasma) gege- 
bon wcrdcn. 

Bei Verdacht auf persistierenden Tumorbefall bzw. nicht ressezierbaren 
Tumormetastasten kOnnen sowohl systemisch als auch topisch entsprechend 
dem Tumortyp und der Prognose (lbliche Cytostatika in Kombination mit EPO 
verabreicht werden. 

Nach Resektion und Gabe von EPO kommt es zu einem beschleunigten Gros- 
senwachstum der behandeiten Gruppe urn 30% im Verhaltnis zu einer nichtbe- 
handelten Gruppe. Vor allem die Hepatozyten an den Resektionsflachen treten 
verstarkt in den strukturellen Wachstumsprozess ein. Es kommt zu einer voll- 
standigen Ausbildung des GefaBbaumes und des darum befindlichen Gewe- 
bes Hierbei sind die Hepatozyten in typischer dem normalen Organ entspre- 
chender Weise in Lobuli mit Gefafcversorgung, Zellplatten mit nichtparenchy- 
malen Zellen (Kupffer, Pit. Ito - und Endothelzellen) angeordnet. 

Es kommt zu einem systemischen Grossenwachstum. Das Groftenw achstum 
— eh^~l^rEn^icWn-d-erffi^ 



Die Gruppe mit perioperativer EPO-Gabe weist bereits am 1-2 Tag postoperativ 
einen urn etwa 0.5 g/dl hdheren Hb-Wert auf. Dies ist als Zeichen der bekann- 
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ten Wirkung des EPO zu werten. Parallej-kommt es jedoch zur Leberregnera- 
tion. Hier vermehren sich nicht nur die Hepatozyten sondern alle Zelltypen und 
vor allem auch die Bindegewebsstrukturen, die das Architekturgerust der Leber 
darstellen. 



VersuchsdurchfUhrung: 



28 weibiiefie Schwelne (Gewlcht 40.0 - 62,0 kg) warden nach dem Zufaiisprin- 
10 zip in drei Gruppen aufgeteilt. Die Teilentfernung der iinksseitigen Leber wurde 
mit der Technik der Bauchendoskopie durchgefuhrt. 

Der Kontgruppe (n=16) wurde kein EPO gegeben. Der Gruppe 2 (n=6) wurde 
eine Komblnatlon aus 10.000 Einheiten EPO und einem Fibrin-Dichtungsmittel 
15 (Quixil) lokal auf die Leberresektionsoberflache gegeben. Gruppe 3 wurde glei- 
chermafcen behandelt: die Schweine erhieiten jedoch zusatzlich zur lokalen 
EPO Behandiung 10.000 Einheiten EPO systemisch am Tag 0, 3, 7 und 11. 

Leberproben wurden von dem herausgeschniftenen Leberstuck am Tag 0, 24 
20 Stunden nach Resektion aus einem Bereich 1 cm untemalb der Resektions- 
oberflache und 14 Tage nach Resektion untemalb der Resektionsoberflache 
und des rechten seitlichen Lappens entnommen. 



FOr den Nachweis von Ki-67 Antigen, PCNA (proliferating cell nuclear antigen = 
25 PZNA Proliferation Zellkern Antigen) und Apoptose, wurde der Streptavidin-Bi- 
oTirTlmnwipeTwida^^ 
eingebetteten Lebergewebe durchgefuhrt. 
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4, Qptimierte Endoprothese bzw; lmolantate - 

« 

Implantate kOnnen aus biologisch abbaubaren aber auch aus permanenten 
Materialmen bestehen. Ein Beispiel hierfQr sind metallische Endoprothesen z.B. 
5 im HQftbereich. Im Anschluss an die Hersteilung der metaliischen Rohform wird 
eine Mikrostrukturieurng durch Abrasion, Ateen Oder Laserbehandlung erreicht. 
Hierdurch konnen offene Porositaten und Rauhigketten im-Bereich von .1 bis 
50-60 |jm erzeugt warden. 

10 Diese Strukturen werden anschlieBend in einer Losung aus phasenreinern beta 
Tricalziumphosphat aufgefulit, so dass eine homogene Oberflachenbeschich- 
tung erreicht wird. Danach werden die Strukturen idealerweise einem weiterge- 
hendem Sinterungsprozess unterzogen, um die beta-TCP Strukturen zu festi- 
gen. 

15 

In den mineralischen Strukturen konnen losliche Salze / Zucker eingebaut wer- 
den, bzw, Gasbildungen induziert werden um weitere interkonnektierende 
Porositaten zu erreichen. Im Anschluss an diesen Fertigungsprozess werden 
die Strukturen mit dem erfindungsgemafcen Wachstum.sfaktor oder dessen 

20 Derivaten, Teilen Oder Analoga impr§gniert bzw. beschichtet Depots k&nnen 
entsprechend an den Oberfiachen gesetzt werden, indem die Kavitaten sich mit 
EPO fallen bzw, slow release Substanzen verwendet werden, Altemativ kann 
auch unmittelbar vor der Implantation das steril aus der Verpackung entnom- 
men Implantat mit EPO und deren Analoga beschichtet warden, 

25 _ 

Es kommt dadurch zu elhenTverbessert^ 

dem Implantat. Der Knochen wird makrovaskuiar verbunden und dass implantat 
beschleunigt und nachhaltiger ossir integriert. 



Enpfansszei t 30 . Dez - 16:15 ~ 



In ahnlicher Form konnen Implantate imfMund-, Kiefer - und Gesichtsbereich 
voroereitet werden (Zahnimplantate). 



Eine Verbindung mit einer zellularen Besiedlung in Bioreaktoren mit Stamm- 
5 zellen ist mbglich. _ 

Biologische Implantate (GefaBe, Herzklappen, Haut) und MembranenkSnnen 
ebenso mit EPO und Oder GH und Oder TPO beschichtet warden. 

10 *v Ftehandlunq der Q fitanporose 

EPO beschichtete Tricalziumphosphat Granula warden mittels einer Nadel- 
punktion in defizitare / rarefizierte WirbelkOrper in einer autologen Plasmalo- 
sung eingebracht. Dort werden die Granula beschleunigt in endogenen Kno- 
15 chen umgebaut und der Degenerationsprozess in einen anabolen Effekt umge- 

wandelt. 

Der effekt kann bei akut einbruchgefahrdeten WirbelkOrper verwendet werden. 
Eine Kombination mit einem Besiedlungsprozess vorteilhafterweise mit Stamm- 
20 zellen aus dam autologen Knochenmark bzw. dem Periost und Biut und / oder 
Fettgewebe. 

6. indikatipn Knorpslreq aneratlon 

25 Knorpelzellen stellen stark bradytrophe Gewebe dar. Durch ein regionaies 
TrauTmTWd- Abrasion- entstehen-Entzandangsprozesser-die-in eine-Arthitis 



IIQIUIMd V»»iv» r w.~-- — 

munden konnen. Durch Gabe von EPO in den Gelenkspalt bzw. system.sch 
und / oder in Kombination mit zellularen Transplantaten von Chondrozyten bzw. 
osteochonralen Zylindem wird die Geweberegenaration und der strukturelle 
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^fNeuaufbau geffirdert. Die kombinierte systemische bzw. subkkutane Gabe von 
10000 IE /Tag 1st m&glich. " 

ZJndikation Hauterkrankungen 

5 

Schlecht heilende Wunden werden nach Vorbereitung des Wundbettes erfin- 
dungsgemSR mit EPO oderJTPO (Derivate, Analoga, Teile) beschichtet. Hierzu 
wird bevorzugt eln mechanisches Debridement durchgefllhrt. In die Blutkoagel 
warden 10 000 IE EPO air.gsbracht. Dsese Prczess kann bis zur Reinigung des 
10 Wundgrundes wiederholt werden. 

Das strukturelle Wachstum beginnt nach 2-3 Tagen fuhrt zur beschleuntgten 
Ausbildung eines Granulaitionsgewebes* 

15 8. indikation entzundliche Darmerkrankungen 

Bei Entzttndungsphanomenen des Darmtraktes mit Gewichtsvertust und Ana- 
mie hat sich herausgesteltt dass die Anamie nicht eln Sekundarphanomen auf 
Grund der schlechten Nahrungsresorptton ist, sondern Begleiterscheinung 
20 eines originaren EPO Mangels sein kann. Die Gabe von EPO in 10 000 IE / Tag 
fuhrt zu einer Verbesserung der Darmwiederherstellung / Regeneration. 

9. Indikation Neuroreoeneration 

25 Nach Druchtrennungen des RQckenmarks ftthrt EPO zu einem strukturellem 
Waefrstam-derNeurone-undNeuaussp 
die Gabe von Vitamin C. 

EPO kann regional in Verbindung mit Fibrinkleber / autologem Plasma und / 
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Oder korpereigenen Stammzellen (Knochenmark. Blut CD 34, aus Fettzellen, 
Periost. Nabelschnur) gegeben werden. 

10. Indikation Parkinson / Beispiel einer chronischen Erkrankung mit bereits 

5 abgeklungener Entzundungsreaktion 

Autologe Makrophagen, die durch Stimulation mit degradablen Partikeln stimu- 
liert warden, werden stereotaktisch in_degenerierte Areale integriert. Parallel 
hierzu wird EPO (10 000 IE) in Verbindung mit autologen Stammzellen (0.3 ml) 
in das Areai injeziert, Paraiiei hierzu wird EPO iiber 2 Wochen siemiseh verab- 

10 reicht Dieses Stimulationsprinzip der Induzierung einer Entzttndung durch 
Makrophagen kann auch bei anderen chronischen Erkrankungen eingesetzt 
werden, bei denen kein akutes Trauma oder eine akute Entzundungsreaktion 
vorherrscht. 



15 



i 
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PatentansprUche: 

* 




j. 


Verwendung von hamatopoietischen Wachstumsfaktoren, insbesondere 
von Erythropoietin (EPO) oder von Thrombopoietin (TPO), Oder deren De- 
rivate, Analoga Oder Teile zur Herstellung eines Medikaments zur Forde- 
rung der strukturellen Regeneration von Gewebe. 


1 10 




vsrvveriwung nacn misprucn 2, gekennzeichnei durch die Regeneration 
traumatisierten Gewebes. 


15 


3. 


Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, gekennzeichnet durch die 
Verwendung der Rezeptor-Binde-Domane der Wachstumsfaktoren bzw. 
deren Derivate oder Analoga. 


4. 


Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
ein mimetisches Peptld eines der Wachstumsfaktoren, insbesondere EMP 
oaer umk, verwenaet wird. 

• 


20 


5. 


Verwendung nach einem der AnsprQche 1 bis 4, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Wachstumsfaktoren oder deren Derivate, Analoga oder Teile 
gegenOber dem nativen Wachstumsfaktor zusatziiche Glykosylie- 
rungsstellen aufweisen. 


25 


6. 


Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5. dadurch gekennzeich- 


i 




net, dass die Wachsiumsfaktoren dder deTen~DerivaterAnaioga oderTeile- — — 
mit PEG konjugiert sind. 




7. 


Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, gegenzeichnet durch die Verwen- 
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dung des Novel ErythropoiesiShStimulating Prot&in (NESP)> 



8. Verwendung eines EPO induzierenden Faktors zur Herstellung eines 
Medikaments zur Forderung der strukturellen Geweberegeneration » 

5 

9. Verwenclung nach einem der Ansprtiche 1 bis 8, dadurch gekennzeich- 
net, dass zusatzlich einer dec fofgenden Faktoren eingesetzt wird; Soma- 
tostatin, Leukemia Inhibitory Factor (LIF), "Ciliary Neurotropic Factor" 

i i /, i i at ioiui 1 1 in wivwui ■ cavtv/t wctct \i wi ucio /, r i woia^tai iu n 

10 Granulozyten-Makrophagen-stimulierender Faktor (GM-CSF), Granulozy- 

ten-stimulierender Faktor (G-CSF), Growth Hormone Releasing Hormone 
(GHRH), Thyrotropin-releasing Homone (TRH), Gonadotropin-releasing 
Hormone (GnRH), Corticotropin-releasing Hormone (CRH), Dopamin, 
Antidiuretic Hormon (ADH), Oxytocin. Prolactin, Adrenocorticotroptn, beta- 

15 Celltropin, Lutrotropin, Vasopressin, N erven reg en era ti on sfe ktoren , vor- 

zugsweise Nerve Growth Factor (NGF), Gefa&regenerationsfaktoren, vor- 
zugsweise Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) oder Plateied 
Derived Growth Factor (PDGF). 

20 10. Verwendung nach einem der Ansprtiche 1 bis 9, dadurch gekennzeich- 

net, dass Endothelzellen anwesend sind. 



25 



11. Verwendung nach einem der Ansprtiche 1 bis 10, dadurch gekennzeich- 
net dass die Regeneration des Gewebes lokat gelenkt wird. 



T2~ Verwendungfnach einefrr der AnsprOch e~1 bis 1 0, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Medikament enthaltend einen oder mehrere der Faktoren 
nach einem der Ansprtiche 1 bis 9 topisch verabreicht wird. 



EfflP f ane s z e i t 30-Oez . 1 6 : 1 5 



»"iwh Koenig-Szynka-von Kenesse Kaxenxanwaei te vuie/uez w zuu* ( 



Konig Szynka von Renesse - 63 - 



45 536 K 



13. Verwendung nach einem der Ansprtiche 1 bis 10, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Medikament enthaltend eine Oder mehrere der Faktoren 
nach einem der Ansprtiche 1 bis 9 systemisch verabreicht wlrd. 

5 14. Verwendung nach einem der Ansprflche 1 bis 13, dadurch gekennzeich- 

net, dass der Wachstumsprozess durch eine Tragerstruktur unterstutzt 
wird. 

15. Verwendung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet dass die TrS- 
10 gerstruktur mit einem der Faktoren nach einem der Ansprtiche 1 bis 9 

behandelt wird. 

16. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15. dadurch gekennzeichnet, dass 
als Tragerstruktur ein Implantat, ein Transplantat oder ein Tragermaterial 

15 zum Wachstum von Zellen verwendet wird. 

17. Verwendung nach einem der Ansprtiche 14 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Tragerstruktur mit Zellen. vorzugsweise gewe- 
bespezifischen Zellen. Vorlauferzellen, Knochenmarkszellen, peripherem 

20 Blut. Fettgewebe oder Fasergewebe vorbesiedelt oder fur die in vivo 

Besiedelung bzw. das induktive Remodelling in vitro vorbereitet wurde. 

18. Verwendung nach Anspnich 17, dadurch gekennzeichnet. dass als Zel- 
len adulte Progenitorzellen, gewebespezifische Zellen, vorzugsweise 

^ Osteoblasten, Fibroblasten, Hepatozyten oder glatte Muskelzellen einge- 

setzti/veiTien; ' ... 



19. Verwendung nach einem der Ansprtiche 1 bis 18, dadurch gekennzeich- 
net, dass die sich wahrend des Regenerationsprozesses bildenden Zell- 
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10 



ZT aggregate eingekapselt un<£gegebenenfa!Is eingefroren werden. 

20. Verwendung nach einem der Ansprtiche 1 bis 19, gekennzelchnst durch 
die Regeneration von Nerven- % MuskeL, Epithel- Oder Bindegewebe sowie 
daraus abgeleiteter Organe und Strukturen. 

21. Verwendung nach einenxder Ansprtlche 1 bis 20 zur Regeneration der 
Leber, insbesondere bei Leberzirrhose, Hepatitis, akutem oder chroni- 
schem Leberversagen. 



22. Verwendung nach einem der Ansprtiche 1 bis 20, gekennzeichnet durch 
die Behandlung zur Regeneration von Knochen, Knorpel, sowie Gewebe 
endokriner Organe, des Herzmuskels, von Herzklappen, Venenklappen, 
Arterienklappen, Haut, Gefaften, Aorten, Sehnen, Cornea, Tracea, Ner- 

15 ven, Miniskus, Dlskus intervertebralls, DarmepitheJs, Ureteren, Urethra 

Oder der Blase, sowie zur Behandlung von Degenerationserkrankungen 
oder zur UnterstQtzung der Geweberegeneration bei chronischen EntzOn- 
dungen wie z.B. bei Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa der diabetischen Ul- 
zera, Gingiva oder zur Anregung der Gefa&neubildung im Anschluss an 

20 eine Gewebeverietzung. 



23. Tragerstruktur enthaltend mindestens einen hamatopoietischen Wachs- 
tumsfaktor oder dessen Derivate, Analoga oder Teile nach einem der 
Ansprtiche 1 bis 7 oder einen EPO induzierenden Faktor nach Anspruch 
25 8, 



24. Tragerstruktur nach Anspruch 23 enthaltend zusatzltch mindestens einen 

der folgenden Wachstumsfaktoren: Somatostatin, Leukemia Inhibitory 
Factor (LIF), "Ciliary Neurotropic Factor" (CNTF), Transforming Growth 
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Factor beta" (TGF beta), Prostaglandins, GranulozytenrMakrophagen-sti- 
mulierender Faktor (GM-CSF), Granulozyten-stimulierender Faktor (G- 
CSF), Growth Hormone Releasing Hormone (GHRH), Thyrotrop in-relea- 
sing Homone (TRH), Gonadotropin-releasing Hormone (GnRH), Corti- 
5 ootropin-releasing Hormone (CRH)7 Dopamin, Antidiuretic Honmon (ADH), 

Oxytocin, Prolactin, Adrenocorticotropin, beta-Celltropin, Lutrotropin, 
Vasopressin, Nervenregenerationsfaktoren, vorzugsweise Nerve Growth 
Factor (NGF), GefaGregenerationsfaktoren, vorzugsweise Vascular 
Endothelial Growth Factor (VEGF) oder P!ste!ed Derived Growth Factor 
10 (PDGF). 

25. Tragerstruktur nach Anspruch 23 Oder 24, dadurch gekennzelchnet, 
dass die Tragerstruktur ein Implantat. ein Transplantat, ein Tragermaterial 
zum Wachstum von Zellen, ein Stent, ein Patch, ein Katheter, Haut, ein 

15 Hydrogel, ein Knochenersatzmaterial, ein allogenes, autologes Oder xeno- 

genes, azellularisiertes oder nicht-azellularisiertes Gewebe, ein syntheti- 
sches Gewebe, ein Feeder-Layer oder ein Fliefi ist. 

26. Tragerstruktur nach einem der AnsprOche 23 bis 25, dadurch gskenn- 
20 zeichnet, dass die Tragerstruktur mit Zellen, vorzugsweise gewebespezi- 

fischen Zellen, Vorlauferzellen, Knochenmarkszellen, peripherem Blut, 
Fettgewebe oder Fasergewebe vorbesiedelt ist. 

27. Tragerstruktur nach einem der Anspriiche 23 bis 25, dadurch gekenn- 
25 zeichnet, dass die Wachstumfaktoren bzw. deren Derivate, Analoga oder 

— Teile-nach einem der AnsprQche-1-bis-9-in-eine-blodegFadablen-Polymer-- 

schicht eingebettet sind. 

28. Verfahren zur Herstellung einer Tragerstruktur fur die Zellregeneration, 



EmPfanTs"zeit~30.Dez. 1 6 : i 5 



FROM Koenig-Szynka-von Renesse Patentanwaelte uuesuez w zuu* i©. 1 1 /nw. oto^roi 



KOnig Szynka von Renesse - 66 - 45 536 K 



^ dadurch gekennzeichnet, dass die Tragerstruktur mit mindestens^einem 
der Wachstumsfaktoren, dessen Derivate, Analoga oder Teile nachTeinem 
^ der Ansprtlche 1 bis 9 beschichtet wind, 

5 29. Verfahren nach Anspruch 28, gekennzeichnet durch die Aktivierung der 
Tragerstruktur, vorzugsweise durch Plasmaionisation Oder Laserbe strati- 
— lung, 

30. Verfahren nach roinddStens einem der AnspiuCiie 23 unu 29, dadurch 

10 gekennzeichnet, dass die Tragerstruktur in vitro mit Zellen, vorzugsweise 

gewebespezifischen Zellen, VorlSuferzeHen, Knochen markszellen , peri- 
pherem Slut, Fettgewebe oder Fasergewebe vorbesiedelt wird. 

31. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 22, dadurch gekonnzeich- 
15 net, dass wenigstens einige der Verfahrensschritte zur Forderung der 

Geweberegeneratlon ganz Oder teilweise in vitro durchgefllhrt werden. 

32. Verwendung nach der Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Wach stu msprozess durch Stammzellengabe aus dem Knochenmark, Blut, 

20 Gewebe, Fettgewebe, Nabelschnurgewebe bzw, Blut unterstOtzt wird. 
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--- Zusammenfassung : - _ 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von hamatopoietischen Wachstumsfakto- 
ren, insbesondere Erythropoietin (EPO) oder Thrornbopoietin (TPO). oder 
5 deren Derivate, Analoga Oder Teile zur FOrderung der struktureilen Regenera- 
tion von Gewebe. 
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